Screening of genomic alterations in individuals with hearing loss by high throughput technologies, based on Iplex Massarray  and CytoScan HD array by Jacob, Priscila Lima, 1987-
  
  
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS 
 
 
 
PRISCILA LIMA JACOB 
 
 
 
RASTREAMENTO DE ALTERAÇÕES GENÔMICAS EM INDIVÍDUOS COM PERDA 
AUDITIVA MEDIANTE TECNOLOGIAS DE ALTO DESEMPENHO BASEADAS EM 
IPLEX MASSARRAY® E CYTOSCAN™ HD ARRAY 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAMPINAS 
2016
2 
 
 
PRISCILA LIMA JACOB 
 
 
RASTREAMENTO DE ALTERAÇÕES GENÔMICAS EM INDIVÍDUOS COM PERDA 
AUDITIVA MEDIANTE TECNOLOGIAS DE ALTO DESEMPENHO BASEADAS EM 
IPLEX MASSARRAY® E CYTOSCAN™ HD ARRAY 
 
 
 
 
 
Tese apresentada à Faculdade de Ciências Médicas da Universidade 
Estadual de Campinas como parte dos requisitos exigidos para a 
obtenção do título de Doutora em Ciências Médicas, na Área de 
Ciências Biomédicas. 
 
 
 
 
 
 
ORIENTADOR: Profa Dra EDI LÚCIA SARTORATO 
 
 
 
 
ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE À VERSÃO  
FINAL DA TESE DEFENDIDA PELA 
ALUNA PRISCILA LIMA JACOB, E ORIENTADA PELA  
PROFa DRa EDI LÚCIA SARTORATO. 
 
 
 
CAMPINAS 
2016 
3 
 
 
Agência(s) de fomento e nº(s) de processo(s): CAPES, 01-P-1743/2016 
 
 
 
Ficha catalográfica  
Universidade Estadual de Campinas 
Biblioteca da Faculdade de Ciências Médicas 
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Informações para Biblioteca Digital 
 
Título em outro idioma: Screening of genomic alterations in individuals with hearing loss 
by high throughput technologies, based on Iplex Massarray and CytoScan HD array 
Palavras-chave em inglês: 
Hearing loss 
Copy number variation 
CytoScan HD array 
Área de concentração: Ciências Biomédicas  
Titulação: Doutora em Ciências Médicas 
Banca examinadora: 
Edi Lúcia Sartorato [Orientador] 
Carmen Silvia Bertuzzo Mônica 
Barbosa de Melo Edmilson Ricardo 
Gonçalves Camila Andréa de Oliveira 
Data de defesa: 22-11-2016 
Programa de Pós-Graduação: Ciências Médicas 
 
Jacob, Priscila Lima, 1987- 
J15r  Rastreamento de alterações genômicas em indivíduos com perda auditiva          
                 mediante tecnologias de alto desempenho baseadas em Iplex Massarray e                                           
                CytoScan HD array / Priscila Lima Jacob. – Campinas, SP : [s.n.], 2016. 
 
Orientador: Edi Lúcia Sartorato. 
Tese (doutorado) – Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de 
Ciências Médicas. 
 
1. Perda auditiva. 2. Variações do número de cópias. 3. CytoScan HD  
                  array. I. Sartorato, Edi Lúcia,1962-. II. Universidade Estadual de Campinas.   
                  Faculdade de Ciências Médicas. III. Título. 
4 
 
 
BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE DOUTORADO 
PRISCILA LIMA JACOB 
 
ORIENTADOR: Profa Dra EDI LÚCIA SARTORATO 
 
MEMBROS: 
1. PROF(a). DR(a). Edi Lúcia Sartorato – FCM/UNICAMP 
2 PROF(a). DR(a). Carmen Silvia Bertuzzo – FCM/UNICAMP  
 
3. PROF(a). DR(a). Mônica Barbosa de Melo – CBMEG/UNICAMP 
 
4. PROF(a). DR(a). Edmilson Ricardo Gonçalves – PUC 
5. PROF(a). DR(a). Camila Andréa de Oliveira – UNIARARAS 
 
Programa de Pós-Graduação em Ciências Médicas da Faculdade de Ciências 
Médicas da Universidade Estadual de Campinas. 
A ata de defesa com as respectivas assinaturas dos membros da banca examinadora 
encontra-se no processo de vida acadêmica do aluno. 
 
Data da Defesa: 22/11/2016 
 
 
 
 
5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aos meus pais, Mirian Lima Jacob e em 
especial, À memória de meu Pai, Roberto 
Henrique Jacob, com todo meu amor e gratidão, 
por tudo que fizeram por mim ao longo da vida. 
Desejo poder ter sido merecedora de todo 
esforço dedicado por vocês em todos os 
aspectos, especialmente quanto à minha 
formação. 
6 
 
 
AGRADECIMENTOS 
 
A toda minha família, pelo amor, suporte e carinho.  
Aos Meus Pais, Mirian Lima Jacob e Roberto Henrique Jacob (in memorian), meu 
infinito agradecimento. Por sempre acreditar no meu potencial e me incentivar nesssa longa 
caminhada desde a minha graduação até o meu doutorado. Obrigada por me ajudar a 
conquistar mais uma vitória em nossas vidas, mesmo passando por muitas dificuldades diante 
da perda do meu Pai, que mesmo doente só me pediu para continuar sendo o seu orgulho 
como filha, cuidar da minha mãe e ser feliz. Obrigada pelo amor incondicional, o que sou hoje 
é reflexo de toda educação investida por vocês, sempre tive muito orgulho em tê-los como 
pais e sempre fiz ao máximo para sempre ser o orgulho de filha em todos os aspectos.  
À minha orientadora, Dra. Edi Lúcia Sartorato, pela oportunidade em realizar este 
trabalho, por todo o aprendizado e o apoio que me proporcionou durante meu doutorado, pela 
dedicação e competência. 
À minha co-orientadora, Dra Sueli Matilde da Silva Costa, mesmo não sendo 
oficialmente vinculada ao programa de Pós-Graduação em Ciências Médicas, por toda 
orientação, confiança, carinho e incentivo pessoal e profissional, por sempre acreditar no meu 
potencial e estar sempre presente nos momentos mais críticos. 
A família Mendonça, minha família Campineira:  Rafaela, Renata, Valdenice 
Pereira, Daniel, Ricardo, Rafael, Gabrielle Campos e Ana Luiza Campos, por todo carinho, 
apoio e por ter me acolhido com muito amor desde minha chegada em Campinas.  
Aos colegas do Laboratório de Genética Humana-CBMEG: Lílian Rodrigues de 
Lima, Carolina Svidinicki, Fábio Arrojo, Mara Guaragna, Helena Fabbri, Alessandra 
Staffocker e amigos: Nadya Adamov, Paulo Maurício Miranda do Amôr Divino (Tio Paulo), 
Pamela Henrique Pontes, Taís Nitsch Mazzola, Giselle Bianco, Rogério Alves (Batata), 
Caroline Conti, Juliane Pitante, por tornar meus dias mais alegre e especial, pelo carinho 
demonstrado das mais variadas formas, pelo companheirismo, palhaçada, ajuda e incentivo, 
obrigada por fazer parte da minha vida.  
Aos meus amigos do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética 
(CBMEG), André Santiago (Belezinha 1), João Guilherme (Belezinha 2), Américo Viana, 
Laura Alonso, Leonardo Cardoso, Gileno Lacerda Jr, Fernanda Anselmo, Rebecca Ulbricht, 
Lílian Beloti, por sempre manter o nosso calor humano do Nordeste nas nossas conversas, 
risadas e festas. 
7 
 
 
As minhas amigas, Síbila Floriano Landim, Vanessa Passos, por fazer parte da 
minha família, pela convivência na nossa casa e por todos os momentos de descontração 
vividos. Agradeço a minha psicóloga e amiga, Lucianne Lucianne Taramelli Moro Freitas, 
por ter me acolhido de braços abertos no momento que mais precisava, por ter me ajudado até 
hoje, mesmo morando nos EUA, por sempre acreditar e me incentivar em muitos momentos 
difíceis durante o doutorado.  
A todos os alunos e técnicos do Laboratório de Biologia Molecular do Centro 
Infantil de Inestigações Hematológicas Doutor Domingos A Boldrini, Rafael Canevarolo, 
Gabriel Centoducatte, Nathália Cury Kaiser, Priscila Zenatti, Leonardo Pissinato, Lívia 
Campos, Pedro Zeni, Carolina Dias, Monica Ganazza, Patrícia Yoshiota Jotta e Ana luisa 
Silva Mosca, em especial a Gisele Olinto Libanio Rodrigues, minha amiga e parceira de 
experimentos em microarranjos, além de todo o apoio técnico e científico, finalmente ao Prof° 
Dr° Andrés Yunes, por toda a contribuição científica. 
A Profa Dra Silvia Regina Rogatto, pelo apoio, permissão e realização dos últimos 
experimentos do CytoScanTM HD Array na unidade do laboratório NeoGene do Centro 
Internacional de Pesquisa e Ensino (CIPE), assim como ajuda e apoio técnico e científico das 
suas alunas Msc. Luisa Matos do Canto Alvim e Dra Hellen Kuasne. 
Ao DMS Burnier Laboratórios, unidades Sumaré, Vinhedo e Paulínia, por ter 
permitido a viabilidade do processo de coleta das amostras biológicas dos nossos pacientes.  
Aos pacientes e familiares que participaram desse estudo. 
Aos professores e funcionários do Centro de Biologia Molecular e Engenharia 
Genética (CBMEG).  
Aos professores e funcionários do Departamento de Genética Médica e da 
Faculdade de Ciências Médicas (FCM).  
Aos participantes da banca examinadora da qualificação pelas sugestões e 
opiniões valiosas.  
A CAPES pelo apoio financeiro durante esse período.  
A todos que contribuíram para a realização desse trabalho.  
 
 
Muito Obrigada! 
 
 
8 
 
 
RESUMO 
 A perda auditiva é uma doença sensorial comum, afetando cerca de um em cada 
500 recém-nascidos. Mais de 60% dos casos de perda auditiva congênita são causadas por 
fatores genéticos. Apesar da grande heterogeneidade da perda auditiva genética, mais de 50% 
dos casos estão associados a mutações no locus DFNB1, no cromossomo 13q12. Este locus 
contém os genes GJB2 e GJB6 que codificam as proteínas conexina 26 (Cx26) e 30 (Cx30), 
respectivamente. Contudo, a alta prevalência de indivíduos com perda auditiva apresentando 
mutações recessivas no locus DFNB1 em apenas um alelo tem dificultado o diagnóstico 
molecular e consequentemente o aconselhamento genético. Este trabalho teve como objetivo 
identificar novas alterações no locus DFNB1 em 55 indivíduos com mutações em 
heterozigose nos genes GJB2 e GJB6, que permanecem com diagnóstico da perda auditiva 
hereditária inconclusiva, usando técnicas de alto desempenho (high-througput). Inicialmente 
neste trabalho, um painel para o rastreamento de 82 mutações em 20 genes envolvidos com a 
perda auditiva genética (n=55 indivíduos), além do SNP rs117685390 (T/C), presente na 
região promotora do gene GJB2 (n=46 indivíduos) foi testado utilizando o sistema de 
espectrometria de massa iPLEX MassARRAY® (Sequenom Inc.), visando sua aplicação no 
diagnóstico molecular de indivíduos com perda auditiva. Dois indivíduos apresentaram o 
genótipo c.35delG/p.V609G e um indivíduo apresentou o genótipo c.35delG/p.C282Y, 
utilizando o sistema de genotipagem iPLEX MassARRAY® (Sequenom, Inc.). Os três 
indivíduos permaneceram sem etiologia da perda auditiva, pois todas as alterações, p.C282Y e 
c.V609G, localizadas no gene SLC26A4, foram observadas em heterozigose. Foi observado 
que o alelo C do SNP rs117685390, está segregando junto com a mutação 35delG nos 
pacientes brasileiros estudados. Posteriormente, alterações genômicas em 13 indivíduos foram 
avaliadas utilizando a plataforma de microarranjos de alta densidade Affymetrix CytoScan™ 
HD, a qual permite a detecção de variações no número de cópias genômicas (do inglês, copy 
number variations - CNVs) e regiões com ausência de heterozigose sem variação no número 
de cópias (do inglês, copy-neutral Loss of Heterozygosity - cnLOH). Os dados foram 
analisados pelo software Chromosome Analysis Suite (ChAS v2.1, Affymetrix). Os indivíduos 
com perda auditiva apresentaram 87 alterações genômicas (28 ganhos, 55 perdas) e 4 regiões 
de (cnLOH) em três pacientes, localizadas no cromossomo 13q12.11. Por meio da análise de 
enriquecimento funcional (WebGestalt: análise com associação à doença e vias enriquecidas 
do KEGG), realizado a partir dos 63 genes detectados pela técnica de CytoScan HD array, 
uma nova deleção foi identificada, no gene INADL, envolvendo a via das interações Tight 
junction, presente em um paciente heterozigoto para a mutação 35delG localizada no gene 
GJB2. A técnica de CytoScan HD array contribuiu para a elucidação uma possível causa da 
surdez em 13 casos analisados. Além de permitir a identificação de uma nova deleção, essa 
abordagem possibilitou reportar o envolvimento de genes nunca antes investigados na 
população brasileira. Este trabalho contribuiu para introduzir informações a respeito da 
epidemiologia genética da perda auditiva no Brasil e também para adicionar novos dados 
referentes à diversidade de mutações que ocorrem nos genes relacionados à surdez. 
 
Palavras-Chave: Perda auditiva; variação no número de cópias; CytoScan HD array. 
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ABSTRACT 
Hearing loss (HL) is a common sensorial disorder, affecting approximately one in 
five hundred newborns. More than 60% of the congenital hearing loss cases are caused by 
genetics factors. Despite the enormous heterogeneity of genetic hearing loss, up to 50% of the 
cases are associated with mutations in the DFN1B locus in chromosome 13q12. This locus 
contains the GJB2 and GJB6 genes, which code for the gap junction (GJ) proteins connexin 
26 (Cx26) and connexin 30 (Cx30) respectively. However, a large number of affected 
individuals carring only a single identified recessive mutation in DFNB1 locus, have 
hampered the molecular diagnostic and genetic counseling. The main goal of this study was to 
identify alterations in DFNB1 locus in 55 individuals with heterozygous mutations in GJB2 
and GJB6 genes with inconclusive diagnosis of hearing loss, using High Throughput 
Technologies. At first in this study, a panel of 82 mutations in 20 different genes, besides the 
rs117685390, in GJB2 regulatory region was screened in 55 individuals, using the mass 
spectrometry system, iPLEX MassARRAY® (Sequenom Inc.), in order to determine the 
molecular etiology of hearing loss. Two individuals presented the c.35delG/p.V609G 
genotype and one individual presented the c.35delG/p.C282Y genotype using the iPLEX 
MassARRAY® genotyping system (Sequenom, Inc.). Thus, three individuals remained 
without etiology of hearing loss, since all changes, p.C282Y and c.V609G, located in the 
SLC26A4 gene, were observed in heterozygosity. We observed that SNP rs117685390 C 
allele segregate with 35delG mutation in Brazilian patients. After, genomic alterations in 13 
individuals were evaluated using the high density array platform Affymetrix CytoScan™ HD, 
that allows the detection of genomic copy number variations (CNVs) and copy-neutral loss of 
heterozygosity (cnLOH) regions. The resulting data were analyzed through the Chromosome 
Analysis Suite software (ChAS v2.1, Affymetrix). The individuals with hearing loss presented 
87 genomic alterations (28 gains and 55 losses) and 4cn-LOH in tree patients in the 13q12.11 
region. Through functional enrichment analysis (WebGestalt: Gene ontology and Pathways 
KEGG), carried from 63 genes detected by CytoScan™ HD array technique, a new deletion 
was identified, in INADL gene, Tight junction, in a patient heterozygous for the c.35delG 
mutation in GJB2 gene. The CytoScan™ HD array technique add to the elucidation of one 
cause of deafness in 13 analyzed cases. In addition to the identification of novel mutations, 
this approach enabled us to report the involvement of genes that had never been investigated 
before in the Brazilian population. This work was important to bring in information to the 
genetic epidemiology of hearing loss in Brazil and also to add new data about the diversity of 
mutations occurring in genes related to deafness. 
 
Key-Words: Hearing Loss; copy number variation; CytoScan HD array. 
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1 INTRODUÇÃO 
  
 A perda auditiva é uma doença sensorial comum, afetando o desenvolvimento 
infantil, a integração social e a qualidade de vida dos pacientes, com um substancial impacto 
na saúde pública. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2003), a perda auditiva 
afeta cerca de 10% da população mundial, variando segundo o grau de desenvolvimento 
socioeconômico e hábito local (estado nutricional, ocupação profissional, raça, cultura e grau 
de informação sobre prevenção). Ainda de acordo com estimativas da OMS, pelo menos 278 
milhões de pessoas no mundo apresentam perda auditiva bilateral moderada ou severa. Em 
países desenvolvidos, 1 em cada 1000 crianças nasce com perda auditiva e 60% da população 
acima de 60 anos apresentam algum grau de perda (1). No Brasil, a frequência é estimada em 
4 a cada 1000 nascimentos (2), podendo variar, dependendo da região estudada, de 2 a 7 para 
cada 1000 recém-nascidos (3) e ainda, de modo geral, o diagnóstico ocorre muito tardiamente, 
por volta dos dois ou três anos de idade. No entanto, sabe-se que quanto mais cedo o 
diagnóstico for realizado, seguido da adaptação de dispositivos de amplificação sonora e da 
(re) habilitação auditiva, melhores serão os resultados no desenvolvimento auditivo e de 
linguagem destas crianças, já que a plasticidade do sistema nervoso central é maior no 
primeiro ano de vida (4). No Brasil, 80 a 90% das crianças com deficiência auditiva não 
completam o ensino fundamental e apenas 5% dos alunos com surdez profunda atingem 
níveis educacionais semelhantes ao das pessoas sem qualquer deficiência (4). 
Concomitantemente ao diagnóstico precoce da surdez e as medidas de (re) 
habilitação, é de grande importância à busca da etiologia da deficiência auditiva, uma vez que 
conhecer a causa é fundamental para a avaliação do prognóstico, direcionamento da conduta a 
ser adotada na (re) habilitação, identificação de riscos associados, para um adequado 
aconselhamento genético e ainda, para o alívio da ansiedade e culpa que os pais sentem pela 
deficiência do(a) filho(a) (4). 
A perda auditiva pode ser classificada de várias maneiras de acordo com: o tipo 
(neurossensorial, condutiva ou mista); a idade de início (pré-lingual ou pós-lingual); a 
gravidade (leve de 26 a 40 dB, moderada de 41 a 70 dB, severa de 71 a 90 dB ou profunda 
acima de 90 dB); a etiologia (genética ou ambiental, e sindrômica ou não sindrômica); e a 
lateralidade (bilateral ou unilateral) (5). 
A perda auditiva pode ser causada por fatores ambientais ou genéticos. Quanto 
aos fatores genéticos, mutações em diferentes genes ou em elementos regulatórios que estão 
envolvidos no desenvolvimento adequado, na estrutura e na função da orelha podem levar a 
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diferentes graus de perda auditiva (1). O progresso das pesquisas relacionadas à perda 
auditiva genética, utilizando técnicas avançadas em biologia molecular e genômica, tem 
contribuído para elucidar a complexa rede de genes envolvidos nos mecanismos moleculares 
que regem o desenvolvimento, a função, a resposta ao trauma e o envelhecimento da orelha 
interna. Esses conhecimentos são, sem dúvida, os primeiros passos para a implementação de 
uma terapia eficiente para o tratamento da perda auditiva. 
O grande número de genes expressos na cóclea reflete a complexidade dos 
mecanismos moleculares envolvidos neste órgão (6). Até o momento, já foram descritos 158 
loci e 105 genes relacionados com a perda auditiva. Estima-se que este número possa atingir a 
300 genes (1% do genoma humano), já que muitos loci foram mapeados, porém, os genes 
correspondentes ainda não foram identificados (7, 8). 
A surdez hereditária é classificada de acordo com a ocorrência de achados clínicos 
em sindrômica e não-sindrômica. As perdas auditivas sindrômicas representam cerca de 30% 
das perdas auditivas de origem genética e podem apresentar todos os tipos de herança. Mais 
de 400 síndromes já foram descritas sendo a síndrome de Waardenburg o tipo mais comum de 
perda auditiva sindrômica de herança autossômica dominante, seguida pela Síndrome de 
Branchio-Oto-Renal e de Stickler. Quanto à perda auditiva sindrômica de herança 
autossômica recessiva, a Síndrome de Usher é a mais comum, seguida pela Síndrome de 
Pendred e Síndrome de Jervell & Lange-Nielsen (7).  
As perdas auditivas não-sindrômicas são, na sua maioria, monogênica e 
representam 70% dos casos de surdez genética, sendo notados todos os tipos de herança. O 
diagnóstico etiológico nem sempre é fácil de ser estabelecido em função de sua grande 
heterogeneidade.  
Uma nomenclatura padronizada e classificação comum têm sido usadas para 
representar loci e genes envolvidos com perda auditiva (HUGO Gene Nomenclature 
Committee, http://www.genenames.org/). Os diferentes loci da surdez não-sindrômica são 
designados com o radical DFN, proveniente do inglês deafness, acrescido das letras A ou B, 
de acordo com a forma de transmissão, sendo DFNA para autossômica dominante e DFNB 
para recessiva. Quando se denomina apenas DFN trata-se de surdez de transmissão ligada ao 
cromossomo X. Os números que acompanham essas nomenclaturas são dados 
sequencialmente de acordo com a ordem cronológica de descoberta do locus. 
Em relação aos mecanismos de herança, estima-se que aproximadamente 75 a 
80% dos casos de surdez genética não-sindrômica sejam de herança autossômica recessiva, 20 
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a 25% autossômica dominante e cerca de 1 a 2% ligada ao cromossomo X. Além disso, a 
frequência da herança mitocondrial é estimada em 1% (9, 10).  
 
1.1 PRINCIPAIS GENES ENVOLVIDOS COM PERDA AUDITIVA NÃO-
SINDRÔMICA AUTOSSÔMICA RECESSIVA 
 
   Os genes mais frequentemente envolvidos na perda auditiva não sindrômica 
autossômica recessiva em ordem de frequência são GJB2, SLC26A4, MYO15A, OTOF, 
CDH23 e TMC1 (10). Além disso, cerca de 50% dos casos de perda auditiva não-sindrômica 
autossômica recessiva podem ser atribuídos às alterações no locus DFNB1, onde se localizam 
os genes GJB2, que codifica a proteína conexina 26, e GJB6, que codifica a conexina 30. 
 
1.1.1 Gene GJB2 
 
O gene GJB2 foi o primeiro gene nuclear relacionado com perda auditiva 
sensorioneural não-sindrômica de padrão autossômico recessivo a ser relatado. Está 
localizado no cromossomo 13q11-q12, no locus DFNB1. Cerca de 310 mutações já foram 
descritas nesse gene, das quais algumas são bastante frequentes e outras são raras (11). Este 
gene codifica a proteína conexina 26, que está associada à comunicação celular, relacionada a 
mecanismos chamados gap junctions (GJ). As conexinas se associam, formando hexâmeros, 
denominados conexons, presente na membrana celular e formam canais que medeiam a 
passagem de pequenas moléculas e íons entre membranas celulares, permitindo, por exemplo, 
a reciclagem de íons potássio nos fluidos cocleares, processo fundamental para a audição. 
Atualmente sabe-se que alterações na conexina 26 interferem na homeostase iônica da orelha 
interna, levando ao acúmulo extracelular de potássio nas células ciliadas internas, que resulta 
em morte celular. 
Acredita-se que mutações no gene da conexina 26 sejam responsáveis por 20% de 
todas as perdas auditivas sensorioneurais (12). A principal mutação é a c.35delG, que trata-se 
da simples deleção de uma Guanina (G) em uma série de 6 guaninas, que se estendem da 
posição 30 à posição 35 do gene GJB2. A mutação ocasiona a presença de um stop códon 
prematuro levando a síntese de um polipeptídeo incompleto, com 12 aminoácidos, ao invés do 
polipeptídio normal, com 226 aminoácidos (13). A mutação c.35delG apresenta padrão de 
herança autossômico recessivo e está envolvida em 70% dos casos de perda auditiva com 
herança autossômica recessiva (14). Essa mutação em heterozigose é bastante frequente, 
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podendo ser encontrada em até 4% dos indivíduos em algumas populações (15). Em 2007, 
Oliveira e colaboradores rastrearam a mutação c.35delG em recém nascidos de 10 cidades 
brasileiras, de diferentes regiões, encontrando uma frequência média de heterozigotos de 1:74 
(16). 
Pacientes homozigotos para c.35delG geralmente apresentam uma perda auditiva 
pré-lingual, não progressiva, prevalentemente severa a profunda, contudo o grau de perda 
pode variar entre os grupos estudados e até mesmo dentro de famílias afetadas (17, 18). Essa 
variabilidade sugere que outros fatores possam modificar os efeitos da mutação, 
possivelmente variações em outros genes de conexinas que compensariam a inatividade da 
conexina 26 na cóclea (19). Estas prováveis modificações dos efeitos da mutação poderiam 
também explicar o fato de indivíduos monoalélicos para mutações no gene GJB2 
apresentarem surdez mesmo com herança comprovadamente de padrão autossômica 
recessiva. 
Tem sido demonstrado que alterações genéticas na região reguladora do gene 
GJB2, que codifica a conexina 26, podem contribuir para a perda auditiva neurossensorial. 
Estudos recentes relataram que o alelo C do SNP rs117685390 (C/T), localizado na região 
promotora do gene GJB2, pode ser utilizado como biomarcador no desenvolvimento da perda 
auditiva neurossensorial em populações caucasianas e pode ser incluído como fator de risco 
para o desenvolvimento da perda auditiva genética (31). 
Tendo em vista que esse gene é o principal responsável pelas perdas auditivas 
autossômicas recessivas, mutações no gene GJB2 constituem o primeiro passo na triagem de 
mutações relacionadas à surdez hereditária. 
Uma das maiores dificuldades em relação ao diagnóstico molecular e 
aconselhamento genético de indivíduos surdos portadores de mutações no gene da conexina 
26, deve-se ao fato de que em aproximadamente 10 a 40% dos casos, mutações recessivas são 
detectadas em apenas um dos alelos. Nesses casos, ao estudar o outro alelo do gene GJB2, 
nenhuma mutação é encontrada na região codificante levando, portanto, a um diagnóstico 
molecular inconclusivo. 
Várias hipóteses foram formuladas para explicar a surdez associada a mutações 
em somente um dos alelos: (1) existência de mutações em regiões não codificantes do gene 
GJB2, afetando sua expressão; (2) mutações em outros genes (incluindo genes da família das 
conexinas) interagindo com o alelo normal do gene GJB2 e, portanto, resultando no fenótipo 
deficiente; (3) relação casual, e não responsável, da mutação no gene GJB2, que não estaria, 
portanto, relacionada à surdez nesses casos.  
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Em 2002, um grupo espanhol (20) pôde explicar o fenótipo de surdez de parte 
desses casos, após detectarem grandes deleções próximas ao gene GJB2, envolvendo o gene 
vizinho, GJB6, segregando com a perda auditiva em diversas famílias (Figura 1).   
 
                             
   
  
Figura 1: Apresentação esquemática da mutação c.35delG no gene GJB2 em um dos alelos e 
uma deleção no gene GJB6 no outro, representando uma herança digênica. 
 
1.1.2  Gene GJB6   
 
O gene GJB6 codifica a proteína conexina 30 e também está localizado no locus 
DFNB1, a 35 kb do gene GJB2 em direção ao telômero.  
Del Castillo e colaboradores (20) analisando indivíduos surdos portadores de 
mutações no gene GJB2 em apenas um dos alelos identificaram duas deleções situadas no 
cromossomo 13, que se estendiam da região proximal do gene GJB2 indo até a parte do gene 
GJB6. Essas deleções foram denominadas del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854), e 
referem-se à perda de 342 kb e 232 kb, respectivamente (20, 21). 
Na Espanha, em indivíduos heterozigotos para o gene da Cx26, 50% dos casos 
apresentam a del(GJB6-D13S1830) e 25% apresentam a del (GJB6-D13S1854), justificando 
assim o fenótipo desses pacientes. No Brasil, um estudo multicêntrico em colaboração com 
um grupo espanhol, revelou que a del(GJB6-D13S1830) foi encontrada em 25,5% dos 
pacientes heterozigotos para mutações no gene GJB2, e a del(GJB6-D13S1854) em 6,3% 
(21).  
Desse modo, vários estudos têm sido realizados para esclarecer a interação entre 
os dois genes, e algumas hipóteses vêm sendo desenvolvidas. Uma delas explica essa 
interação como um padrão complexo de herança digênica, determinado pela atuação conjunta 
dos genes, já que os dois tipos de conexina são expressos nas mesmas estruturas da orelha 
35delG  GJB2 
GJB6 
deleção 
GJB6 
GJB2 
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interna (22). Supõe-se que a perda da Cx26 ou da Cx30 possa levar à redução do número de 
hemicanais heterotípicos ou alterar a proporção entre hemicanais homoméricos (compostos 
pelo mesmo tipo de Cx) e heteroméricos (compostos por diferentes Cxs), formados pelas 
Cx26 e Cx30 (23, 24).  Esses canais, compostos por conexinsa 26 e 30, apresentam 
sinalização intercelular catiônica duas vezes mais rápida que a efetuada por canais 
homotípicos (25). 
Outra hipótese seria a inativação do gene GJB2 pela deleção de elementos 
regulatórios desse gene presentes nas regiões eliminadas do gene GJB6. Trabalhos 
envolvendo ensaios imunohistoquímicos e análises de bioinformática de possíveis elementos 
regulatórios corroboram com essa teoria (14, 26).  
Ainda nessa mesma região, duas outras grandes deleções já foram descritas 
envolvendo os genes GJB2 e GJB6.  Mais recentemente, Wilch e colaboradores (27, 28) 
descreveram uma terceira deleção, del (CHR13:19,837,344-19,968698), segregando com 
perda auditiva sensorioneural não-sindrômica profunda bilateral, em quatro membros 
heterozigotos para a mutação c.35delG de uma família alemã. A deleção determina a perda de 
131,4 kb, cujo  ponto de quebra fica a mais de 100 kb upstream do sítio de início da 
transcrição dos genes GJB2 e GJB6. Esta deleção resultou na redução da expressão de ambos 
os genes. Uma hipótese sugerida para explicar tal evento seria a perda de um elemento cis 
regulador não conhecido que controlaria a co-expressão dos dois genes. 
A seguir, em 2009, Feldmann e colaboradores (29) identificaram uma deleção de 
aproximadamente 920 kb removendo tanto o gene GJB2 como o gene GJB6. Essa deleção foi 
observada em um indivíduo heterozigoto para a mutação V84M no gene GJB2 que 
apresentava surdez profunda pré-lingual. Interessantemente, no estudo molecular, essa 
deleção causou uma falsa homozigosidade para essa mutação, no indivíduo afetado. Essas 
duas últimas deleções no locus DFNB1 ainda não foram encontradas em indivíduos surdos 
brasileiros. 
Um dos fatores que pode explicar a alta frequência de deleções nessa região é que 
no íntron 2 do gene GJB6 existe uma sequência Alu que parece contribuir para a ocorrência de 
deleções devido a recombinação homóloga com outras repetições ao longo do locus DFNB1 
(21). Recombinações Alu/Alu causam deleções e são mecanismos comuns nos organismos 
(30).  
A figura 2 abaixo mostra a localização das deleções já descritas na região DFNB1. 
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Figura 2: Apresentação esquemática das posições das deleções já descritas no locus DFNB1 
(Modificado de 28). 
 
1.1.3 Gene SLC26A4 
 
O gene SLC26A4 tem sido apontado como o segundo gene mais envolvido na 
surdez sensorioneural não-sindrômica (32). Está localizado no cromossomo 7q22.3-q31.1 e 
codifica uma proteína denominada Pendrina. A pendrina é transportadora de ânions como 
iodeto, formiato, nitrato e bicarbonato, sendo expressa na orelha interna está envolvida na 
manutenção da composição iônica da endolinfa (líquido presente no interior da cóclea), 
fundamental para o funcionamento normal da audição (33).  
Mutações no gene SLC26A4 podem estar envolvidas nos casos de surdez não-
sindrômica associada com aqueduto vestibular alargado (DFNB4), ou nos casos de Síndrome 
de Pendred. A síndrome de Pendred é a forma mais comum de surdez sindrômica e 
geralmente está associada a malformação da orelha interna. A prevalência da síndrome de 
Pendred é estimada em 4 a 10% dos indivíduos com perda auditiva congênita. Nos casos de 
pacientes que apresentam esta síndrome, a perda auditiva é tipicamente bilateral, severa a 
profunda e pré-lingual. Porém, já foram descritos casos em que os pacientes apresentam perda 
auditiva progressiva e/ou pós-lingual (33).  
 
1.1.4 Gene MYO15A 
 
O gene MYO15A codifica a proteína Miosina 15A (MYO15A) e está localizado no 
cromossomo 17p11.2. A MYO15A é um tipo não convencional de miosina que tem um papel 
na formação dos estereocílios das células ciliadas da cóclea. As miosinas interagem com a 
actina, uma proteína responsável pela forma e movimentação celular. Um grande número de 
mutações foi identificado nos gene MYO15A  causando surdez profunda em humanos (34). 
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Um estudo feito no Brasil identificou duas novas mutações com padrão de herança recessivo 
no gene MYO15A em uma grande família brasileira com surdez pré-lingual (35). 
 
1.1.5 Gene OTOF 
 
O gene OTOF está localizado no cromossomo 2p22.3 e codifica a proteína 
Otoferlina. A otoferlina é expressa nas células ciliadas internas e está envolvida na fusão, 
desencadeada pelo cálcio, das vesículas sinápticas à membrana plasmática, liberando o 
neurotransmissor glutamato para o sistema de inervação aferente levar a mensagem sonora 
codificada pelas células ciliadas internas, na forma de impulsos elétricos, às áreas auditivas 
centrais (17). 
Mutações no gene OTOF são as principais causas de neuropatia auditiva 
hereditária. Na Espanha o gene OTOF tem sido reportado como responsável por 2 a 3% dos 
casos de surdez pré lingual (DFNB9) (36). Até o momento mais de 60 variantes patogênicas 
foram reportadas em casos familiares ou esporádicos de neuropatia auditiva e perda auditiva 
congênita não- sindrômica (32). 
 
1.1.6 Gene CDH23 
 
O gene CDH23 está localizado no cromossomo 10 (10q21-q22) e codifica a 
proteína Caderina 23. Essa proteína é expressa nas células ciliadas da cóclea, fazendo parte da 
estrutura molecular das junções intercelulares de adesão denominadas tip links, localizadas na 
região superior dos estereocílios. Essa estrutura promove firme adesão entre as células, 
mantendo assim, o arranjo dos estereocílios e a polarização da membrana plasmática, sendo 
um importante aparato no mecanismo de transdução mecano-elétrica do som. 
Mutações no gene CDH23 são responsáveis por causar tanto Síndrome de Usher 
tipo 1 (USH1D) quanto perda auditiva não-sindrômica (DFNB12) (37, 38). A síndrome de 
Usher se caracteriza por surdez congênita bilateral, seguida por um início mais tardio da perda 
de visão, causada pela retinite pigmentosa. Mutações no gene CDH23 foram detectadas em 
famílias com DFNB12, que apresentavam deficiência auditiva pré-lingual de grau profundo 
(37). 
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1.1.7 Gene TMC1 
 
O gene TMC1 (OMIM #606706) está localizado no cromossomo 9q13-21 e é 
membro de uma família de genes que codifica proteínas transmembrânicas que são 
fundamentais para o bom funcionamento das células ciliadas da orelha interna. Mutações no 
gene TMC1 são responsáveis por surdez autossômica dominante (DFNA36) e autossômica 
recessiva (DFNB7/11).  
 
1.1.8 Genes Mitocondriais 
 
As deficiências auditivas causadas por mutações no DNA mitocondrial (mtDNA) 
correspondem de 0,5% a 1% de todas as deficiências auditivas de origem genética. Algumas 
mutações são associadas à perda auditiva não-sindrômica, estando envolvidas em pelo menos 
1% dos casos de surdez pré-lingual e em pelo menos 5% dos casos pós-linguais em 
caucasianos (9).  
A primeira mutação a ser associada à surdez não-sindrômica foi a m.1555A>G no 
gene MTRNR1, descrita em uma grande família árabe-israelense. Essa mutação também está 
associada à susceptibilidade à perda auditiva induzida por aminoglicosídeos, devido à 
semelhança entre a subunidade 12S rRNA humano que apresenta a mutação e seu homólogo, 
a subunidade 16S do rRNA bacteriano, o alvo destes antibióticos (39, 40). A frequência da 
m.1555A>G foi estimada em 2% na população brasileira (35).  
 
1.1.9 MicroRNAs 
 
Além dos genes codificadores de proteínas, os genes reguladores de expressão 
desempenham um importante papel no mecanismo da audição. Entre esses genes estão os 
microRNAs (miRNA). O cluster miR-183, composto pelos microRNAs 96, 183 e 182, está 
localizado no cromossomo 7q32.2 em humanos e tem expressão específica em células 
sensorioneurais. Estudos tem fornecido evidencias do envolvimento do miR-96 no 
desenvolvimento de estruturas do ouvido interno (41).  
Recentemente foram identificadas duas mutações na região seed do miR-96 (13 
G>A; 14 C>A), segregando com perda auditiva não-sindrômica, progressiva de herança 
autossômica dominante (DFNA50); em duas famílias espanholas (42). Notavelmente, esta é a 
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primeira mutação identificada em um miRNA responsável por uma doença humana de 
herança mendeliana. 
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1. 2 DIAGNÓSTICO MOLECULAR DAS PERDAS AUDITIVAS HEREDITÁRIAS  
 
A grande heterogeneidade genética associada a diferentes quadros clínicos, 
dificulta o diagnóstico molecular da perda auditiva. Dessa forma, se faz necessário na maioria 
dos casos, uma associação de tecnologias moleculares com o objetivo de diminuir o número 
de casos sem etiologia genética esclarecida. O desenvolvimento e aplicação de tecnologias 
que permitam a análise simultânea de vários genes, diminuindo o custo por exame e 
aumentando a rapidez no diagnóstico, são importantes e necessários. Nessa direção, novas 
tecnologias classificadas como high-throughput (alto rendimento), têm sido desenvolvidas 
oferecendo importante contribuição no esclarecimento da etiologia de várias perdas auditivas, 
assim como de outras patologias de origem genética. 
Neste estudo, foram utilizadas as técnicas tradicionais de diagnóstico molecular, 
PCR e suas variações [PCR-alelo específico, PCR-RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism)] e sequenciamento de Sanger, assim como as técnicas “high-throughput”, 
Espectrometria de Massa e Array genômico. 
 
1.2.1 Sistema de genotipagem iPLEX MassARRAY® (Sequenom, Inc.) 
 
Como técnica analítica das mais versáteis e das mais sensíveis, a espectrometria 
de massa (MS – Mass Spectrometry) tem sido utilizada para obter informações do peso 
molecular e de características estruturais da amostra. É uma ferramenta valiosa em diversos 
estudos nas áreas de Biologia, de Ciências Médicas e de Ciências Tecnológicas. Nessa técnica 
alguma forma de energia é transferida à amostra para causar sua ionização. Após esse 
processo de ionização, a amostra se decompõe, criando íons de massas menores que são 
detectados de acordo com a sua razão massa/carga (m/z), gerando um espectro de massa. A 
figura 3 mostra um resumo do processo de análise pela MS. Os principais componentes de um 
espetrômetro de massa são uma fonte de íons, o analisador de massa, um detector e um 
computador acoplado que processa e armazena os dados. 
 
 
 
 
 
Figura 3: Análise por espectrometria de massa. 
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 Para as análises propostas foi utilizado a tecnologia MassARRAY® System da 
empresa Sequenom, (San Diego, CA), que utiliza a técnica de ionização MALDI - Matrix-
Assisted Laser Desorption Ionization (Ionização por Dessorção a Laser Assistida por Matriz). 
A técnica MALDI baseia-se na ionização por um feixe de laser do analito adsorvido em uma 
substância (matriz) permitindo a análise de biomoléculas tais como DNA, proteínas, 
peptídeos, íons em solução, dentre outras. No sistema MassArray-Sequenom utiliza-se 
também o analisador de massa do tipo tempo-de- vôo (time-of-flight, TOF-MS) cujo princípio 
envolve a medida do tempo que um íon leva para viajar da fonte de íons até o detector.  
 A SEQUENOM lançou o sistema MASSARRAY em 2000 como uma 
plataforma automatizada de genotipagem para a detecção de variações genéticas (SNPs) no 
genoma humano. Desde então tem sido aplicado com sucesso em estudos genéticos de larga 
escala ao longo de todo o genoma, revelando genes susceptíveis à doenças (43, 44) e a uma 
gama de aplicações adicionais, tais como expressão de gene quantitativo, sequenciamento 
comparativo, haplotipagem e análise dos mecanismos de regulação epigenética através de 
metilação (45). Esse método fornece uma solução atrativa para genotipagem de SNPs 
(Single-Nucleotide Polymorphism), principalmente porque permite a medição direta e rápida 
de produtos do DNA, ao invés de detectar apenas uma marcação (fluorescente ou radioativa), 
sendo que os resultados podem ser facilmente analisados por um software automatizado.  
 
1.2.2 CytoScan® HD Array-Affymetrix 
 
Arrays genômicos permitem examinar centenas de milhares de sequências-alvo 
em uma única hibridação e detectam perdas e ganhos de segmentos de DNA cerca de duas 
ordens de magnitude menores do que o que pode ser observado ao microscópio. Neste estudo 
foi utilizado o CytoScan® HD Array Kit que possui 2,6 milhões de marcadores em todo o 
genoma, com ampla cobertura. Dentre as vantagens dessa técnica inclui-se a utilização de 
baixas concentrações de DNA (250ng), relativa rapidez de obtenção dos resultados (3 dias) e 
capacidade de detectar deleções  de 20 a 100 kb, que não poderiam ser detectados pelos 
métodos citogenéticos tradicionais como Cariótipo e Hibridação in situ por Fluorescência 
(FISH). Além disso, a hibridização genômica comparativa por microarranjo (aCGH) parece 
ser uma estratégia mais eficiente para análises envolvendo indels (pequenas deleções ou 
inserções) já que os experimentos de sequenciamento massivo Next Generation Sequencing 
(NGS) nestes casos, podem gerar resultados falsos positivos ou falsos negativos (46, 47), 
além de apresentarem ainda um alto custo (aproximadamente 15 vezes maior).  
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 O CytoScan® HD Array-Affymetrix possui marcadores para SNP (polimorfismo 
de nucleotídeo único) e CNV (variação do número de cópias)  juntos em uma única matriz o 
que permite a identificação de perda de heterozigose (LOH) (perda de um alelo em um locus 
específico, causada por deleção, ou perda de um cromossomo a partir de um par 
cromossômico, resultando em um hemizigoto anormal), assim como, de dissomia uniparental 
(UPD), quando duas cópias de um cromossomo ou região cromossômica estão presentes, mas 
ambas foram herdadas de um único parental. Variação estrutural, especialmente perda de 
heterozigose ou CNVs, é uma importante classe de variabilidade genética Mendeliana como 
causa de doenças hereditárias comuns e câncer (48, 49). Técnicas de Array Comparative 
Genomic Hybridization (50) e  SNP genotyping arrays tem sido amplamente utilizados como 
métodos convencionais para detectar LOH e CNVs. Essas técnicas são consideradas muito 
eficientes para detectar tais alterações no genoma devido à distribuição relativamente 
uniforme das sondas (51). Muitos estudos de alto impacto foram baseados em resultados 
derivados do método array (52, 53). 
 Em janeiro de 2014, o FDA (Food and Drug Administration) órgão 
governamental dos Estados Unidos, responsável pelo controle dos alimentos (tanto humano 
como animal), suplementos alimentares, medicamentos (humano e animal), cosméticos, 
equipamentos médicos, materiais biológicos e produtos derivados do sangue humano 
autorizou a utilização do CytoScan® Dx Assay (Affymetrix) para identificação de variações 
cromossômicas que podem ser responsáveis por atraso no desenvolvimento ou deficiência 
intelectual em crianças 
(http://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/ucm382425.htm).  
Este estudo utilizou a técnica de Espectrometria de Massa, iPLEX MassARRAY® 
(Sequenom, Inc.), para o rastreamento simultâneo de 82 mutações já descritas em 20 genes 
diferentes genes, e rastreamento da variante  rs117685390(C/T) da região promotora do gene 
GJB2, em indivíduos brasileiros com mutações em heterozigose nos genes GJB2 e GJB6, com 
diagnóstico da perda auditiva hereditária inconclusiva. Posteriormente, foi utilizado o método 
CytoScan® HD Array (Affymetrix) para identificação de novas alterações no locus DFNB1, 
uma vez que, estudos demonstram fortes evidências de que outras alterações nessa região, 
devem ainda ser identificadas, pois, as deleções já descritas não são frequentes em nosso 
meio, não tendo portanto, uma contribuição importante na causa da perda auditiva dos 
indivíduos heterozigotos surdos da nossa população. Simultaneamente, tendo o CytoScan® 
HD Array uma vasta cobertura em todo o genoma, alterações em novos genes poderão ser 
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detectadas, o que poderá contribuir no entendimento das intrincadas associações e interações 
gênicas da surdez hereditária. 
 Este estudo visou utilizar uma estratégia eficiente para a triagem de mutações 
genômicas envolvidas na perda auditiva genética, com investigação em larga escala 
utilizando método de espectrometria de massa, abordagem ainda não descrita na literatura, e 
principalmente, utilizando array genômico, para identificação de alterações no número de 
cópias (CNVs) ou LOHs que podem estar associadas às mutações previamente detectadas nos 
pacientes selecionados, justificando dessa forma o fenótipo de surdez.  
A utilização dessas duas abordagens diferentes teve em vista a redução dos 
custos de investigação clínica e laboratorial. Com este estudo espera-se diminuir o número de 
indivíduos com etiologia da perda auditiva não esclarecida, assim como, identificar novas 
alterações associadas à surdez hereditária, o que poderá representar um grande impacto no 
diagnóstico molecular das perdas auditivas de indivíduos heterozigotos para o gene GJB2 e 
GJB6 ou, até mesmo, poderá contribuir para o diagnóstico de indivíduos surdos sem 
alterações identificadas no nosso meio e em outras populações, dessa forma, aprimorando o 
diagnóstico molecular de tal condição e propiciando um aconselhamento genético mais 
preciso. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
Identificar novas alterações no locus DFNB1 em indivíduos com mutações em 
heterozigose nos genes GJB2 e GJB6, que permanecem com diagnóstico da perda auditiva 
hereditária inconclusiva, usando técnicas de alto desempenho (high-througput). 
 
2.2 Objetivos Específicos  
  
1. Realizar o rastreamento de 82 mutações em 20 principais genes envolvidos na perda 
auditiva autossômica recessiva, utilizando a técnica de Espectrometria de Massa-Sequenom; 
 
2. Analisar a frequência do SNP rs117685390C/T na região promotora do gene GJB2, a 
associação do alelo C com a mutação 35delG no gene GJB2, utilizando a técnica de 
Espectrometria de Massa-Sequenom; 
 
3. Analisar possíveis alterações e variações no número de cópias (SNPs/CNVs), em 
pacientes com perda auditiva, utilizando a técnica de CytoScan® HD Array; 
 
4. Analisar possíveis regiões com perda de heterozigose (Loss of Heterozygosity- LOH) 
em pacientes com perda auditiva, utilizando a técnica de CytoScan® HD Array; 
 
5. Investigar, a partir da lista de genes que apresentaram alterações por meio da técnica 
de CytoScan® HD Array, nos pacientes com perda auditiva, possíveis correlações com o 
fenótipo apresentado; 
 
6. Realizar a análise de enriquecimento funcional a partir da lista gênica encontrada; 
 
7. Investigar e analisar a associação de novas alterações encontradas e não descritas no 
genoma com o fenótipo da surdez; 
 
8. Determinar a etiologia genética da perda auditiva em indivíduos que permanecem com 
o diagnóstico inconclusivo. 
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3 MÉTODOS 
3.1 CASUÍSTICA  
  
Foram selecionados 55 indivíduos brasileiros não aparentados (Masculino n= 22 e 
Feminino n= 33) com surdez sensorioneural não sindrômica autossômica recessiva (SNSAR), 
que apresentaram mutações recessivas nos genes GJB2 ou GJB6 em heterozigose, mas que, 
no entanto, continuavam com diagnóstico molecular indefinido (Tabela 1). Os indivíduos 
foram selecionados com base no banco de DNA, do laboratório de Genética Humana do 
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP, composto por 
aproximadamente 3277 indivíduos com perda auditiva encaminhados entre os anos 1999 a 
2016. 
 
Tabela 1: Mutações em heterozigose detectadas em pacientes com surdez não sindrômica 
autossômica recessiva.  
Gene N° Mutações 
GJB2 42 35delG/N  
 1  IVS1+1G>A/N  
 5 K168R/N  
 1  M34T/N  
 1  V37I/N  
 1 R57Q/N 
 1 T186A/N 
GJB6 1 del(GJB6-D13S1830)/del(GJB6-D13S1830) 
 2 del(GJB6-D13S1854)/N 
Nº: Número de indivíduos portadores de mutações em heterozigose.  
 
Os casos selecionados e a informação clínica dos pacientes foram obtidos com a 
colaboração do ambulatório de Otorrinolaringologia do Hospital de Clínicas da Universidade 
Estadual de Campinas (UNICAMP), do Hospital de Anomalias Craniofaciais de Bauru 
(HACF), do Centro de Pesquisas e Estudo em Reabilitação Prof. Dr. Gabriel Porto (CEPRE) e 
de ambulatórios de outras regiões do Brasil.  
Os indivíduos foram submetidos à avaliação audiológica (audiometria tonal e/ou 
vocal, impedanciometria, emissões otoacústicas e potenciais evocados auditivos de tronco 
encefálico), que comprovaram a perda auditiva sensorioneural não sindrômica. Foram obtidos 
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dados sobre a história clínica dos pacientes e, aqueles que apresentavam suspeita de etiologia 
ambiental, foram excluídos do estudo. Todos os participantes deste estudo assinaram o Termo 
de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo 1) e o projeto foi aprovado pelo Comitê de 
Ética da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) 
sob n°396/2006 (anexo 2). 
O grupo controle foi composto por 94 indivíduos brasileiros não aparentados, sem 
perda auditiva. Fizeram parte deste grupo, recém-nascidos provenientes do Hospital 
Universitário de Jundiaí, São Paulo, que foram triados mediante avaliação das emissões 
otoacústicas evocadas (teste da orelhinha). Os neonatos participaram do estudo prévio (54), 
em parceria com a Associação Terapêutica de Estimulação Auditiva e Linguagem (ATEAL), 
Jundiaí, São Paulo. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Ciências 
Médicas da UNICAMP (Parecer do CEP Nº 396/2006).  
Todos os pacientes foram submetidos à triagem de rotina no laboratório de 
Genética Molecular Humana do CBMEG, para o diagnóstico genético da surdez não 
sindrômica, quanto à presença de mutações mais frequentemente investigadas, sendo elas: 
mutação c.35delG, mutação intrônica IVS1+1G>A e outras mutações na região codificante do 
gene GJB2 (conexina 26) por sequenciamento automático (único éxon codificante com 681 
pb); deleções del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) no gene GJB6 (conexina 30); e a 
mutação mitocondrial m.A1555G no gene MTRNR1. Os pacientes incluídos na cauística do 
presente estudo foram selecionados a partir dos resultados obtidos na triagem de rotina (anexo 
3), dados já publicados (55). 
A Figura 4 ilustra esquematicamente como foi realizado o processo de 
investigação dos indivíduos que fizeram parte do estudo. 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Esquema mostrando a sequência de estudo e técnicas que foram utilizadas. SNSAR: 
Surdez Sensorioneural Não Sindrômica Autossômica Recessiva). MS: Mass Spectrometry. 
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Os 55 indivíduos com diagnóstico genético não esclarecido foram rastreados 
quanto à presença de 82 mutações já descritas em 20 genes diferentes envolvidos na perda 
auditiva não sindrômica autossômica recessiva, incluindo a região promotora do gene GJB2 
(n=46 indivíduos).  
Após o rastreamento, 13 pacientes, foram investigados quanto a presença de novas 
alterações no genoma, em especial CNVs e/ou cnLOH no locus DFNB1, por meio da técnica 
de CytoScan® HD Array (Affymetrix). Como critério de inclusão, foram selecionados apenas 
casos com diagnóstico genético não esclarecido após a triagem molecular inicial e triagem 
pelo Sequenom, dados clínicos, anamnese, história familiar completa e presença de material 
biológico para o estudo. 
Desta forma, 13 pacientes (8 pacientes heterozigotos 35delG, 2 pacientes 
heterozigotos para a deleção del(GJB6-D13S1854) no gene GJB6, 1 controle homozigoto 
para a deleção del(GJB6-D13S1830) no gene GJB6, 1 paciente heterozigoto M34T no gene 
GJB2 e 1 paciente heterozigoto T186A no gene GJB2) foram reconvocados para uma nova 
coleta de 10 mL de sangue periférico por punção venosa em tubos contendo 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), pois a integridade, a quantificação e concentração 
correta e a pureza das amostras estão diretamente ligadas ao bom rendimento dos 
experimentos high-throughput, como a técnica de CytoScan® HD Array (Affymetrix).  
Após a coleta, as amostras foram encaminhadas ao Laboratório de Genética 
Molecular Humana do Centro de Biotecnologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) 
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), onde foram realizadas as extrações de 
DNA utilizando o IllustraTM blood genomicPrep Mini Spin Kit (Apêndice 1) ou QIAamp® DNA 
Mini Kit (Qiagen, USA) (Apêndice 2) para os exames genéticos.  
A técnica de CytoScan® HD Array (Affymetrix) foi realizada em parceria com o 
Laboratório de Biologia Molecular do Centro Infantil de Investigações Hematológicas Doutor 
Domingos A Boldrini, em colaboração com o Laboratório NeoGene do Centro Internacional 
de Pesquisa e Ensino (CIPE) e Laboratório de Genética Humana da Faculdade de Ciências 
Médicas (UNICAMP). 
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3.2 GENOTIPAGEM UTILIZANDO A TÉCNICA DE ESPECTROMETRIA DE 
MASSA 
 
Neste estudo foi utilizado o kit iPLEX® Gold Assay do MassARRAY® System 
da Sequenom, Inc. (San Diego, CA), por meio da técnica MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted 
Laser Desorption Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry). 
O ensaio iPlex Gold é um método que combina as vantagens da técnica de PCR 
Multiplex, com extensão de uma única base, com a sensibilidade e precisão do sistema 
MALDI-TOF/MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass 
Spectrometry). A tecnologia baseia-se em uma reação de extensão de base única para 
discriminação alélica e utiliza terminadores com massa modificada que não são fluorescentes. 
Os produtos amplificados são detectados pelo sistema MALDI-TOF que diferencia cada alelo 
pela sua massa. Esse método permite a genotipagem de até 40 SNPs simultaneamente e 
quantidades de ensaios que podem variar de 96 a 384 amostras, oferecendo um alto nível de 
flexibilidade e baixo custo por genótipo.  
O sistema é composto por um robô (MassArray Liquid Handler Station), 
utilizado no preparo das reações de PCR, por um dispensador de amostras (MassArray 
Nanodispenser), utilizado na transferência dos produtos das reações de PCR para 
SpectroChips, que são avaliados no espectrômetro de massa e por um espectrômetro de massa 
(MassArray Compact System), utilizado na medida das massas das moléculas associadas à 
matriz do SpectroChip (Figura 5). O sistema é acompanhado de um pacote de softwares que 
realizam a transferência dos dados em tempo real e geram relatórios com as informações de 
cada SNP para as amostras analisadas (MassArray Typer 3.4).  
        A técnica de espectrometria de massa foi utilizada para o rastreamento de 
mutações nos principais genes nucleares, um gene mitocondrial e um microRNA envolvidos 
na perda auditiva. 
  
 
 
  
Figura 5: Equipamentos utilizados no Sistema MassArray. 
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3.2.1 Rastreamento de mutações nos principais genes envolvidos na perda auditiva 
A escolha dos genes nucleares que foram incluídos nesse estudo foi baseada na 
tabela dos genes mais importantes envolvidos na perda auditiva, selecionados com base na 
frequência das mutações reportadas de diversas populações caucasianas, uma vez que ainda 
não se conhece a contribuição desses genes na perda auditiva da população brasileira (10).  
Em relação aos genes OTOF, SLC26A4 e MYO15A, todas as mutações que foram 
identificadas na população brasileira foram incluídas (36, 56, 57). 
Quanto ao rastreamento de mutações em genes mitocondriais, a seleção das 
alterações foi baseada no banco de dados MITOMAP (http://www.mitomap.org/MITOMAP). 
Foram incluídas nesse estudo todas as mutações reportadas na literatura como possíveis causa 
de perda auditiva não-sindrômica. 
Ao todo 82 mutações em 20 genes foram selecionadas para este estudo, sendo 
elas: GJB2 (1), MIR96 (2), MT-TS1 (1), MT-RNR1(2), SLC26A4 (15), MYO15A (5), OTOF 
(16), TMC1 (4), TMPRSS3 (5), TECTA (4), CDH23(11), TMIE (2), TRIOBP (1), DFNB59 
(1), WFS1 (1), KCNQ4 (1), COCH (1), CIB2 (3), KCNJ10 (2), FOXI1 (4). As mutações e 
seus respectivos genes e referências estão descritos na tabela 2. 
   
Tabela 2: Mutações selecionadas, seus respectivos genes nucleares e referências. 
Gene Mutação Alteração na Proteína Referência 
GJB2 rs117685390 (T/C) NA Ramsebner et al., 2013 
MIR96 c.13G>A NA Mencía et al., 2009 
 c.14C>A NA Mencía et al., 2009 
MT-TS1 m.7445A>G NA Hyslop et al., 1997 
MT-RNR1 m.1555A>G NA Fischel-Ghodsian et al., 1993 
 m.1494C>T NA Prezant et al, 1993 
SLC26A4 219delT p.Ser93ArgfsX3 Palos et al., 2008 
 c.412G>T p.V138F Van Hauwe et al., 1998 
 c.425C>T p.P142L Park et al., 2005 
 c.446G>A p.G149R  
 c.578C>T p.T193I Adato et al., 2000 
 c.1226G>A p.R409H Van Hauwe et al., 1998 
 c.1229C>T p.T410M Coyle et al., 1998 
 c.1238A>G p.Q413R  
 c.1334T>G p.L445W Van Hauwe et al., 1998 
35 
 
 
 c.1707+5 G>A p.IVS15+5G>A Park et al., 2005 
 c.1826T>G p.V609G Pryor et al., 2005 
 c.2326C>T p.R776C Pryor et al., 2005 
 c.445G>A p.G149R  
 c.IVS8+1G-A Splicing defect. Chen et al., 2007 
 c.845G>A p.C282Y  
MYO15A c.10573delA p.Ser3525fs Lezirovitz et al., 2008 
 c.9957_9960delTGAC p.Asp3320fs Lezirovitz et al., 2008 
 c.3313G>T p.E1105X Nal et al., 2007 
 c.3334delG p.G1112fsX1124 Nal et al., 2007 
 c.6796G>A p.V2266M Nal et al., 2007 
OTOF c.2485C>T p.Q829X Migliosi et al., 2002 
 c.2905- 2923del19ins11 p.A969fs Rodríguez-Ballesteros et al., 2008 
 c.1552-1567del16 p.R518fs Romanos et al., 2009 
 c.3400C>T p.R1134X Rodríguez-Ballesteros et al., 2008 
 c.4960G>A p.G1654S Romanos et al., 2009 
 c.2348delG p.G783fs Varga et al., 2003 
 c.5800-5801insC p.L1934fs Rodríguez-Ballesteros et al., 2008 
 1841G>A p.G614E Romanos et al., 2009 
 c. 3239G>C p.R1080P Romanos et al., 2009 
 c.5431A>T p.K1811X Romanos et al., 2009 
 c.5785A>C p.N1929H Romanos et al., 2009 
 c.4491T>A p.Y1497X Yasunaga et al., 1999 
 c.4227_1G>T Splicing defect. Rodríguez-Ballesteros et al., 2008 
 c.3413T>C p.L1138P Rodríguez-Ballesteros et al., 2008 
 c.1601delC  Rodríguez-Ballesteros et al., 2008 
 c.2122C>T p.R708X Rodríguez-Ballesteros et al., 2003 
TMC1 c.100C>T p.R34X Kurima et al., 2002 
 c.1334G>A p.R445H Santos et al., 2005 
 c.1165C>T p.R389X Meyer et al., 2005 
 c.1939 T>C p.S647P Brownstein et al., 2011 
TMPRSS3 c.IVS4-6G>A Splicing defect. Scott et al., 2001 
 c.1221C>T p.P404L Masmoudi et al., 2001 
 c.207delC p.Thr70fs Wattenhofer et al., 2001 
 c.413C>A p.A138E Hutchin et al., 2005 
 c.916G>A p.A306T Elbracht et al., 2007 
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TECTA c.3107G>A p.C1036Y Hildebrand et al., 2011 
 c.5509T>G p.C1837G Moreno-Pelayo et al., 2001 
 c.5597C>T p.T1866M Sagong et al 2010 
 c.5668C>T p.R1890C Plantinga et al., 2006 
CDH23 c.6442G>A p.D2148N Astuto  et al., 2002 
 c.719C>T p.P240L Wagatsuma et al., 2007 
 c.902G>A p.R301Q Wagatsuma et al., 2007 
 c.5147A>C p.Q1716P Wagatsuma et al., 2007 
 c.6085C>T p.R2029W Wagatsuma et al., 2007 
 c.2968G>A p.D990N Bork et al., 2001 
 c.6133G>A p.D2045N Bork et al., 2001 
 c.4756G>C p.A1586P Astuto  et al., 2002 
 c.6604G>A p.D2202N Bork et al., 2001 
 c.5237G>A p.R1746Q Bolz et al., 2001 
 c.6050-9G>A Splicing defect. Von Brederlow et al., 2002 
TMIE c.241C>T p.R81C Naz et al., 2002 
 c.250C>T p.R84W Naz et al., 2002 
TRIOBP c.1039C>T p.R347X Shahin et al., 2006 
DFNB59 c.547C>T p.R183W Delmaghani et al., 2006 
WFS1 c.2146G>A p.A716T Bespalova et al., 2001 
KCNQ4 c.827G>C p.W276S Coucke et al., 1999 
COCH c.151C>T p.P51S de Kok et al., 1999 
CIB2 c.272T>C p.F91S Riazuddin et al., 2012 
 c.297C>G p.C99W Riazuddin et al., 2012 
 c.368T>C p.I123T Riazuddin et al., 2012 
KCNJ10 c.581C>A p.P194H Yang etal., 2009 
 c.1042C>T p.R348C Yang et al., 2009 
FOXI1 c.772G>C p.G258R Yang et al., 2007 
 c.773G>A p.G258E Yang et al., 2007 
 c.800G>A p.R267Q Yang et al., 2007 
 c.1004G>T p.G335V Yang et al., 2007 
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3.2.1.1 Desenho dos Primers 
 
Foram selecionadas as 82 sequências onde se encontravam as alterações a serem 
estudadas. Estas foram analisadas no site “Repeat Masker” 
(http://www.repeatmasker.org/cgibin/WEBRepeatMasker), do Institute for Systems Biology, 
para verificar se as sequências eram repetitivas em outras partes do mesmo genoma ou em 
outros genomas (mascaramento das sequências). 
Oligonucleotídeos de amplificação (primers de captura) e oligonucleotídeos de 
extensão de bases únicas (primers de extensão) foram desenhadas a partir das sequências 
retiradas dos bancos de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information). 
Disponível em [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/].  O desenho dos ensaios foi realizado com o 
auxílio do software MassARRAY® Assay Design (versão 4.0, Sequenom Inc., San Diego – 
USA, disponibilizado no link https://mysequenom.com).   Este programa também gera os 
grupos de SNPs (multiplex) e mutações que foram avaliados em conjunto. Como se trata de 
uma plataforma de larga escala, existe uma possibilidade de avaliar até 40 SNPs ou alterações 
simultaneamente, em uma única reação para uma dada amostra, sendo possível realizar mais 
de 13.000 genotipagens em um único Chip. 
As 82 mutações/SNPs selecionados foram divididas inicialmente em sete grupos 
ou “wells” pelo software MassARRAY® Assay Design: o primeiro grupo ficou com 17 
alterações, o segundo grupo com 23, o terceiro com 15, o quarto com 14, o quinto com oito, o 
sexto com quatro e o sétimo com um ensaio (Apêndice 3). 
 
3.2.1.2 Amplificação dos produtos contendo as mutações 
 
Após a definição das mutações, os primers de captura foram empregados na 
amplificação de produtos, variando de 100 pb a 400 pb, englobando a região que apresenta o 
sítio polimórfico. As amplificações foram efetuadas em um termociclador GeneAmp® PCR 
System 9700 (Applied Biosystems) com placas de 384 amostras, seguindo protocolo descrito 
pela Sequenom (iPLEX Gold Application Guide). Nesta etapa foram capturados os 
fragmentos contendo as alterações.  
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3.2.1.3 Tratamento com SAP  
 
Após a reação de PCR, os produtos de amplificação passaram por um tratamento 
para neutralização dos dNTPs não incorporados, utilizando a enzima SAP (do inglês shrimp 
alkaline phosphatase). A SAP corta os fosfatos dos dNTPs não incorporados durante a reação 
de amplificação, convertendo-os em dNTPs não fosforilados e tornando-os inviáveis para 
futuras reações.  
 
3.2.1.4 Reação de extensão - iPLEX®  
 
Foram adicionados aos produtos de amplificação tratados um coquetel de 
extensão (iPLEX Gold reaction), composto pelos primers de extensão, enzima (iPLEX 
enzyme), tampão (iPLEX Buffer Plus 10x) e nucleotídeos com massas modificadas (iPLEX 
Terminator Mix). Durante a reação, o primer se anela exatamente adjacente ao sítio do SNP, 
extendendo apenas uma base (SEB - single extended base process). A iPLEX Gold Reaction 
gera produtos de massas diferentes, dependendo do nucleotídeo que foi adicionado, ou seja, 
dependendo da forma alélica presente naquela amostra. 
 
3.2.1.5 Espectrometria de Massa/MALDI-TOF  
 
Antes de realizar o experimento utilizando a espectrometria de massa, os produtos 
das reações de iPLEX foram submetidos à purificação com a resina (Clean Resin) que 
removeu o excesso de íons, que podem interferir na leitura do laser. As reações foram 
transferidas das placas de 384 para o SpectroCHIP, com o auxílio do MassArray 
Nanodispenser (Sequenom Inc., San Diego – USA). O SpectroCHIP foi analisado a partir do 
MassArray Analyzer Compact (Sequenom Inc., San Diego – USA), através da técnica de 
MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry).  
O processo MALDI-TOF é iniciado por uma desorção a laser da mistura analito-
matrix, sendo o analito o produto de amplificação gerado e selecionado durante a reação 
iPLEX. Os subsequentes processos físicos resultam na predominante formação de íons 
carregados positivamente ou de íons carregados negativamente. Esses íons são extraídos com 
um campo elétrico e separados em função de suas massas moleculares e de suas cargas. As 
massas dos compostos de ácidos nucleicos serão calculadas através do “tempo de voo” (TOF), 
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que reflete o tempo que o composto laser-ionizado e acelerado requer para ser levado através 
do tubo de voo (1-2 m de comprimento) do analisador e alcançar o detector do instrumento. 
No detector, os compostos ionizados geram um sinal elétrico que fica gravado por um sistema 
de dados e é finalmente convertido em um espectro de massa. O software MassArray 
TyperAnalyzer 4.0.5 acumula as informações geradas durante o processo descrito acima e 
fornece relatórios que descrevem todos os resultados das análises de cada uma das amostras 
avaliadas; genótipos e frequências são as principais informações resultantes deste sistema.  
Todos os equipamentos utilizados no sistema MassArray como: robô 
(MassArray Liquid Handler Station), dispensador de amostras (MassArray 
Nanodispenser), e o espectrômetro de massa (MassArray Compact System) foram 
adquiridos através de projeto temático/FAPESP do Laboratório de Análise Genética e 
Molecular do CBMEG-UNICAMP com caráter multiusuário e são utilizados em estudos na 
área da genética de plantas e genética humana.  
As etapas envolvidas no desenvolvimento da genotipagem de mutações pelo 
método iPLEX Gold Sequenom podem ser visualizados na Figura 6. 
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Figura 6: Etapas do método iPLEX Gold Sequenom. 
 
 
1. PCR Captura 
2.Tratamento SAP 
3. PCR Extensão 
4. Espectrometria de 
Massa/MALDI-TOF 
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3.3 ANÁLISE CROMOSSÔMICA POR MICROARRAY (CMA)  
 
Neste estudo, a plataforma escolhida para a identificação de variação estrutural no 
genoma dos 13 pacientes selecionados com perda auditiva, foi a plataforma de alta densidade 
CytoScan™ HD Array (Affymetrix, USA). A escolha foi devido a esta ser uma das 
tecnologias, que atualmente, apresenta maior sensibilidade, sendo caracterizada por apresentar 
marcadores para mais de 2.600.000 CNVs genômicas, tendo, ainda, aproximadamente 
750.000 sondas de SNPs, e cerca de 2.000.000 sondas não polimórficas que cobrem 
amplamente o genoma humano, sendo encontrada uma sonda a cada 25 kb. Adicionalmente, 
as sondas de SNPs também permitem a detecção de regiões com mosaicismo e regiões de 
cnLOH. 
Um diferencial desta plataforma é a possibilidade de analisar tanto número de 
cópias alelo-específicas quanto, genótipos de SNPs. Além disso, ela confirma 
independentemente as variações no número de cópias com informações alélicas de SNPs. 
Tudo isso garante que essa tecnologia de microarray tenha uma das mais abrangentes e 
relevantes coberturas de genes constitucionais em um único array. Assim, há uma cobertura 
de 100% dos genes constitucionais do The International Standards For Cytogenomic Arrays 
Consortium (ISCA- https://www.iscaconsortium.org), cobrindo ainda, cerca de 12.000 genes 
do OMIM® e mais de 36.000 genes do RefSeq (NCBI Reference Sequence Database). 
 
3.3.1 Preparação das amostras biológicas  
 
A integridade, a quantificação e a pureza das amostras estão diretamente ligadas 
ao bom rendimento dos experimentos high-throughput, como a técnica de CytoScan® HD 
Array-Affymetrix, por isso, essas três etapas são fundamentais. Desta forma, 13 pacientes da 
nossa casuística foram reconvocados para uma nova coleta (8 pacientes heterozigotos 35delG, 
2 pacientes heterozigotos para a deleção del(GJB6-D13S1854), 1 paciente homozigoto para a 
deleção del(GJB6-D13S1830), 1 paciente heterozigoto M34T e 1 paciente heterozigoto 
T186A), pois as amostras armazenadas no nosso banco de DNA eram muito antigas, afetando 
os resultados dos experimentos high-throughput. 
       O sangue periférico, dos 13 pacientes reconvocados, foi coletado em tubo Vacutainer 
contendo anticoagulante EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético dissódico 2H2O 0,5 M pH 
8,0). As células mononucleares presentes no sangue periférico foram separadas utilizando o 
gradiente de Ficoll Hypaque. A extração do DNA genômico foi realizada a partir das células 
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mononucleares com os kits QIAamp® DNA Blood Mini (Quiagem) ou IllustraTM blood 
genomicPrep Mini Spin (GE Healthcare, Reino Unido) 
(Apêndices 1 e 2, respectivamente), e o DNA foi quantificado utilizando o NanoDrop® 8000 
(Thermo Scientific) (Apêndice 4). A extração de DNA com os kits citados anteriormente, 
deve-se ao fato de que geralmente tecnologias High-throughput necessitam que o DNA seja 
extraído sem fenol-clorofórmio.  
Para alguns pacientes, o qual não foi possível realizar uma nova coleta de amostra 
biológica, foi utilizado o Amicon Ultra-0.5 mL Centrifugal Filters, com objetivo de 
concentrar o DNA e purificar os componentes macromoleculares que poderiam interferir nas 
reações de array.  
 
3.3.2 CytoScan® HD Array 
 
Para a realização deste experimento, o DNA genômico (250ng) extraído dos 13 
pacientes e o controle positivo (fornecido pelo fabricante Affymetrix, USA), foi digerido pela 
enzima de restrição NspI, seguindo as recomendações do fabricante (Affymetrix, USA). Após 
a digestão, as amostras foram ligadas a adaptadores e em seguida, um primer universal que 
reconhece a sequência do adaptador ligado ao DNA genômico foi utilizado para amplificar as 
sequências obtidas por meio de Polymerase Chain Reaction (PCR). As condições da PCR 
foram otimizadas para amplificar preferencialmente fragmentos entre 150-2000 pb, que foram 
confirmados posteriormente em gel de agarose 2% em TBE 1X.  
Na sequência estes produtos foram purificados utilizando Beads magnéticas de 
purificação e quantificados no espectrofotômetro BioPhotometer (Eppendorf). Nesta etapa o 
rendimento de cada amostra deve ser ≥ 3 µg/µL, não sendo recomendado continuar com 
amostras com valores menores que ˂ 2,5 µg/µL (Apêndice 5).  
A etapa seguinte consistiu na fragmentação das amostras purificadas em 25-125 
pb, que posteriormente foram confirmados em um gel de agarose 4% em TBE 1X, a voltagem 
constante de 5V/cm, por 1h. Os fragmentos de DNA com 25-125 pb foram revelados pela 
coloração do gel em 5µL da solução de SYBR® Safe DNA gel Stain (Invitrogen). A imagem foi 
capturada utilizando o sistema de fotodocumentação Carestream Molecular Imaging Software 
5.0.7.22 (Carestream Health, Inc.). 
Os fragmentos de DNA foram marcados por terminal deoxynucleotidyl 
transferase, aplicados no Affymetrix GeneChip® e hibridados por 16-18 horas a 50oC e 60 rpm 
no GeneChip® Hybridization Oven 645 (Affymetrix, USA). Posteriormente os chips foram 
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lavados e corados na GeneChip® Fluidic Station 450 (Affymetrix, USA) e escaneados no 
GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix, USA) operados pelo Affymetrix GeneChip® 
Command Console (AGCC, Versão 3.2.2). Finalmente, arquivos “.CEL” foram gerados e 
convertidos em “.CYCHP” para serem lidos e analisados no Affymetrix® Chromosome 
Analysis Suite (ChAS) 3.1 Software. Todo procedimento levou de 3 a 4 dias para ser 
concluído e foram realizadas 8 amostras por reação. Uma esquematização das realizações de 
cada um dos passos descritos está representada na Figura 7. 
 
 
 
 
Figura 7: Fluxograma de trabalho da plataforma Affymetrix® CytoScan™ HD Array, com o 
tempo aproximado para a realização de cada passo. 
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3.3.3 Análise dos CNVs 
 
A análise dos dados gerados pela hibridação do genoma dos 13 pacientes foi 
realizada com a utilização do Affymetrix® Chromosome Analysis Suite ChAS (3.1) Software 
com análise realizada pelo Array Single Sample, considerando os filtros de 50 marcadores 
para ganho, 25 marcadores para perda e um mínimo de 1Mb para LOHs. Os dados genômicos 
só foram analisados após terem passado pelos controles de qualidade do software (snpQC 
>15, mapd < 0,25, waviness <0,12). 
Todas as alterações no número de cópias foram rigorosamente analisadas e as 
variações no Número de Cópias (CNVs) encontradas em cada paciente foram comparadas 
com bancos de dados de grupos controle (Database of Genomic Variants - DGV - 
http://projects.tcag.ca/variation - e CytoScan™ HD Array Database (1038 indivíduos 
fenotipicamente saudáveis) , fornecido pelo software ChAS), bancos de dados de síndromes 
genéticas conhecidas (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using 
Ensembl Resources - DECIPHER - https://decipher.sanger.ac.uk/application/), além de 7 
amostras de pacientes brasileiros ouvintes.  
A análise realizada pelo Chromosome Analysis Suite ChAS (3.1) Software foi 
capaz de detectar  alterações cromossômicas no genoma, tais como: alteração no número de 
cópias (ganho ou perda), apresentando regiões inteiras com ganhos ou perdas, mosaicismo 
(ganho ou perda), em regiões não inteiras com ganho e perda e regiões em homozigose sem 
variação no número de cópias (cnLOH). Desta forma, foram coletadas informações como: 
tipo (perda ou ganho) e extensão das CNVs, número de cópias envolvidas, cromossomo e 
banda cromossômica, tamanho, número de marcadores, genes envolvidos nas alterações e 
cnLOH. 
O arquivo modelo de referência utilizado pelo Chromosome Analysis Suite ChAS 
(3.1) Software foi NA33(hg19) (Affymetrix). O arquivo modelo de referência na matriz 
CytoScanTM inclui resultados de 380 microarranjos executados por nove operadores, 
correspondendo a 48 amostras em duas rodadas cada, com randomização na distribuição do 
DNA, dos reagentes e instrumentos realizados durante o experimento.  
O DNA incluído no genoma de referência foi formado a partir de 284 amostras 
HapMap, incluindo pelo menos uma réplica de cada uma das 270 amostras HapMap, sendo: 
90 amostras de cada grupo étnico Yoruban, asiáticos e caucasianos obtidos a partir de DNAs 
derivados de linhagens celulares do Instituto de Pesquisa Médica Coriell e 96 amostras de 
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DNA obtidos de indivíduos do sexo masculino, fenotipicamente saudáveis vindos da BioServe 
Biotechnologies. 
O CytoScan® array possuem 6 sondas para cada probe de SNP, sendo 3 sondas 
para cada alelo. O primeiro passo da plataforma específica de um SNP consiste em normalizar 
previamente as intensidades das probes para cada alelo A e B, obtendo valores de sinais 
alélicos.  
Para cada marcador, a diferença alélica é calculada como a diferença entre o sinal 
do alelo A menos o alelo B, padronizado de modo que o genótipo do alelo A apresenta um 
valor positivo e o alelo B um valor negativo. A padronização é determinada baseado nos 
valores médios para esta diferença em diferentes configurações de genótipo determinado pelo 
conjunto de referência.  
Cada alelo A vale +0,5 e cada alelo B vale -0,5, uma cópia do alelo vem da mãe e 
a outra do pai, desta forma, indivíduos homozigotos AA apresentam valores +1, indivíduos 
homozigotos BB apresentam valores -1 e indivíduos heterozigotos apresentam valores 0 
(Figura 8 e 9). 
 
 
 
Figura 8: Representação das diferenças entre os alelos A e B. 
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Figura 9: Picos alélicos padrões e possibilidades das diferenças alélicas do Chromosome 
Analysis Suite ChAS (3.1) Software.  
 
A genotipagem na matriz do CytoScan® é realizado com auxílio do algoritmo 
BRLMM-P. O algoritmo BRLMM-P é um método para o mapeamento efetivo e preciso de 
produtos de 500K utilizado em  tecnologias high-throughput de genotipagem de SNPs.  
Durante a análise, o software Chas gera arquivos em formato “.CYCHP” com os 
seguintes dados gráficos: Copy Number State, Log2 Ratio, Weighted Log2 Ratio, LOH, Allele 
Difference, Smooth Signal e Genotype Calls. O Chas também gera arquivos com informações 
sobre os dados de um segmento: Copy Number Gain/Loss, Mosaicism Gain/Loss e Loss of 
Heterozygosity (LOH). 
Desta forma, podemos observar os padrões de variações no número de cópias, seja 
ganho ou perda, baseado na distribuição das sondas polimórficas em especial no gráfico 
weighted log2 ratio, conforme representados na figura 10.   
Dissomia/ 
Diploidia 
Tetrassomia/ 
Tetraploidia 
Trissomia/ 
Triploidia 
Monossomia/ 
Haploidia 
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Figura 10: Variações no número de cópias segundo a distribuição das sondas polimórficas 
(SNPs). A) 188 PM controle homozigoto para visualização da deleção del(GJB6-D13S1830), 
B) Paciente 811 OTO portador da deleção del(GJB6-D13S1854) apresentando regiões com 
perdas no cromossomo 13q12.11, analisados pelo single sample analysis. C) Paciente 17 UNI 
apresentando região com ganho no cromossomo 10p11.21. Cada linha colorida ao lado da 
representação esquemática de cada cromossomo representa um paciente. As deleções estão 
representadas por “    ” e ganhos estão representados por  “  ”. Os cromossomo 10 e 13 
aparecem destacados pelo quadrado azul. Caixa vermelha representa uma deleção e caixa azul 
representa um ganho. Imagem gerada pelo software Chromosome Analysis Suite (ChAS 
Affymetrix). 
A 
B 
C 
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3.3.4 Regiões em Homozigose Sem Variação no Número de Cópias (cnLOH) 
 
O desenvolvimento de plataformas de array com sondas polimórficas e não-
polimórficas (SNP-arrays) permitiram avaliar CNVs e cnLOHs (copy neutral loss of 
heterozigosity) em um único experimento (58).  
As cnLOHs ou regiões do genoma com perda de heterozigose, mas sem variação 
do número de cópias, podem ser resultado de diferentes fenômenos: autozigose ou segmentos 
de DNA idênticos por descendência (quando duas cópias de uma região, herdadas de cada 
progenitor, são iguais devido a consanguinidade), unidissomia parental (UPD) (quando os 
dois alelos são herdados de um único progenitor) ou ser um evento adquirido pelo tumor 
(quando a perda de um alelo é compensado pela duplicação do outro alelo) (59). 
As regiões com cnLOH são calculadas com base nas sondas de SNPs e reportadas 
apenas aquelas com tamanho maior do que 1 Mb. Especificamente, os genótipos de cada 
marcador de SNP são usados para encontrar regiões com grande número de genótipos 
denominados homozigotos. 
O Affymetrix® GeneChip® Command Console® Software (AGCC) 4.0 utiliza o 
método linear robusto Bayesiano com distância de Mahalanobis (BRLMM-p) (threshold 0,05) 
para estimar os genótipos (60). 
O algoritmo interpreta a LOH como um teste estatístico hipotético. Na presença 
de uma região específica contendo N marcadores de SNP, sendo “nhet” heterozigotos e 
“nhom” homozigotos, os genótipos denominados decidem entre duas hipóteses: 1. Null: 
região LOH e 2. Alternativa: Região não-LOH (60). 
Os marcadores de SNPs são variáveis binomiais independentes que podem 
apresentar o genótipo de duas formas: heterozigoto (AB), ou homozigoto (AA ou BB). Para 
determinar se uma possível região ao longo do genoma pode ser ou não considerada como 
heterozigota (phet), devemos levar em consideração o número de marcadores presentes na 
região (N) e o menor número de marcadores em heterozigose que pode ser observado na 
região “ncrit” (60).  
Para decidir entre as duas hipóteses (1. Null: região LOH e 2. Alternativa: região 
não-LOH), o número de heterozigotos “nhet” é comparado com o valor crítico “ncrit”. No 
caso em que se observa “nhet” ≥ “ncrit” assumimos a hipótese alternativa, ou seja, não temos 
uma região com LOH. Quando se observa “nhet” ˂ “ncrit”, podemos considerar a hipótese da 
região null, ou seja, uma possível região favorável de LOH. Desta forma, o algoritmo pode ser 
considerado simples, consistindo basicamente da contagem de quantos marcadores em 
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heterozigose estão presentes em uma sequência de N genótipos consecutivos quando 
comparados com os valores padrão (60).  
A figura 11 representa duas diferentes regiões em diferentes secções do genoma. 
A primeira região apresenta poucos genótipos de SNP em heterozigose, denominados LOH. A 
segunda região apresenta muitos genótipos de SNPs em heterozigose, sendo considerada 
como região não-LOH.  
 
Figura 11: Demonstração de como são consideradas regiões de LOH com base no número de 
SNP em heterozigose em uma determinada janela em duas secções de um genoma. Valores 
hipotéticos escolhidos para o tamanho da janela N e “ncrit”. A) Região chamada LOH devido 
a presença de poucos SNP denominados heterozigotos em comparação com os valores padrão. 
B) Região não LOH devido a presença de muitos SNP denominados heterozigotos em 
comparação com os valores padrão. 
 
O processo de interpretação funciona por todo o conjunto de marcadores de SNPs 
distribuídos no genoma, fazendo deslizar uma janela móvel de SNPs de tamanho N ao longo 
de cada cromossomo. Cada janela está centrada em cada posição do SNP ao longo do 
genoma, e a quantificação e tomada de decisão para saber se esta região pode ser considerada 
em estado de LOH ou não LOH sempre levará em consideração e em cada caso o número de 
marcadores em heterozigose (Figura 12). 
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SNP Homozigoto 
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50 
 
 
    
Figura 12: Ilustração do processamento do algoritmo LOH ao longo do genoma e como 
funcionam as transições entre as regiões LOH e não-LOH. A e B) Região não LOH : Janela 
na posição do genoma contendo respectivamente, 3 e 2 SNPs em heterozigose. C) Região 
LOH: Janela na posição do genoma contendo SNPs em heterozigose abaixo do limiar “ncrit”.  
D, E, F, G) Região de transição estado LOH e não LOH.  
 
Desta forma, podemos observar regiões com LOH, baseado na presença de 
segmentos LOH com posterior confirmação no gráfico que representa os picos alélicos 
(Figura 13).   
 
 
Figura 13: Representação de uma  região com LOH > 10 Mb no cromossomo 2. Caixa lilás: 
cnLOH. Imagem gerada pelo software Chromosome Analysis Suite (ChAS Affymetrix). 
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3.4 ANÁLISE DE ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL 
 
Todos os genes detectados nas alterações genômicas dos pacientes foram 
submetidos à análise funcional, usando o programa WebGestalt (WEB-
based GEne SeT AnaLysis Toolkit). Este método foi utilizado para identificar processos 
biológicos e vias representadas por genes diferencialmente expressos, integrando dados de 
diversos bancos (fonte pública, affymetrix, agilent, codelink e SNP) para a realização de um 
enriquecimento funcional. Desta forma, o programa oferece um caminho fácil para 
interpretação de listas gênicas por meio das categorias funcionais (GO Slim Classification, 
KEGG, Pathway commons, WikiPathways, Hierarchical protein interaction network module, 
microRNA Target, Transcript Target, Phenotype, Disease Association Analysis, Drug, and 
Cytogenetic Band) (61).  
Para nossas análises, foram consideradas as categorias funcionais que poderiam 
estar relacionadas com a perda auditiva: Disease association analysis e KEGG pathways. 
Uma categoria foi considerada significativa caso tivesse no mínimo três genes e um score ≤ 
0.05 com correção de Benjamini-Hochberg. Além disso foram selecionadas apenas as 
categorias dos bancos de dados internos Gene Ontology (GO) e Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes (KEEG).         
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4 RESULTADOS  
 
4.1 GENOTIPAGEM POR ESPECTROMETRIA DE MASSA 
 
O principal objetivo deste trabalho foi identificar alterações no locus DFNB1 
(Cromossomo 13) em pacientes heterozigotos para mutações no gene GJB2 e que 
permanecem com diagnóstico da perda auditiva hereditária inconclusivo. 
Inicialmente os pacientes foram submetidos ao rastreamento de 82 mutações em 
20 principais genes envolvidos na perda auditiva autossômica recessiva, utilizando a técnica 
de Espectrometria de Massa (Sequenom), com objetivo de identificar uma segunda mutação 
que associada às mutações já encontradas pudessem justificar o fenótipo dos pacientes. 
A tabela abaixo mostra o genótipo complementar obtido no rastreamento das 
mutações já descritas na literatura utilizando o kit iPLEX® Gold Assay do MassARRAY® 
System/Sequenom (Tabela 3). 
No rastreamento de mutações nos genes nucleares, foram encontradas duas 
diferentes mutações em três indivíduos. A detecção destas mutações foi validada por 
sequenciamento automático. 
A primeira alteração encontrada foi a mutação C282Y localizada no éxon 7 do 
gene SLC26A4 (Tabela 3). A mutação C282Y foi detectada no paciente 503 OTO e trata-se da 
troca da base guanina para adenina, resultando na troca do aminoácido Cisteína por Tirosina 
no códon 282 da proteína. Vale ressaltar que, além desta alteração, o paciente 503 OTO 
também apresenta a mutação c.35delG em heterozigose no gene GJB2. 
A segunda foi a mutação V609G localizada no éxon 17 do gene SLC26A4 (Tabela 
3). Esta alteração foi detectada nos pacientes 103 BA e 17 UNI e trata-se da troca da base 
timina para guanina, resultando na troca do aminoácido Valina por Glicina no códon 609 da 
proteína. Os pacientes 103 BA e 17 UNI também apresentam a mutação c.35delG em 
heterozigose no gene GJB2.  
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Tabela 3: Alterações encontradas nos pacientes estudados utilizando o kit iPLEX® Gold 
Assay do MassARRAY® System/Sequenom. 
INDIVÍDUO PACIENTE GENÓTIPO SEQUENOM 
1 219 OTO c.35delG/N ND 
2 232 OTO c.35delG/N ND 
3 257 OTO c.35delG/N ND 
4 261 OTO c.35delG/N ND 
5 275 OTO c.35delG/N ND 
6 276 OTO c.35delG/N ND 
7 391 OTO IVS1+1G>A/N ND 
8 396 OTO c.35delG/N ND 
9 449 OTO c.35delG/N ND 
10 503 OTO c.35delG/N C282Y 
SLC26A4 
11 508 OTO c.35delG/N ND 
12 509 OTO c.35delG/N ND 
13 539 OTO c.35delG/N ND 
14 571 OTO c.35delG/N ND 
15 578 OTO c.35delG/N ND 
16 628 OTO del(GJB6-D13S1854) ND 
17 660 OTO c.35delG/N ND 
18 683 OTO c.35delG/N ND 
19 797 OTO c.35delG/N ND 
20 811 OTO del(GJB6-D13S1854) ND 
21 816 OTO R75Q/N ND 
22 832 OTO c.35delG/N ND 
23 39 IMPL c.35delG/N ND 
24 56 IMPL c.35delG/N ND 
25 118 IMPL c.35delG/N ND 
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26 119 IMPL c.35delG/N ND 
27 122 IMPL c.35delG/N ND 
28 23PM c.35delG/N ND 
29 56PM c.35delG/N ND 
30 72 PM K168R/N ND 
31 74 PM c.35delG/N ND 
32 90 PM c.35delG/N ND 
33 180 PM c.35delG/N ND 
34 182.2 PM K168R/N ND 
35 183 PM K168R/N ND 
36 187 PM M34T/N ND 
37 188 PM del(GJB6-D13S1830)/  
del(GJB6-D13S1830) 
ND 
38 206 PM c.35delG/N ND 
39 207 PM c.35delG/N ND 
40 219 PM T186A/N ND 
41 69 ATEAL K168R/N ND 
42 87 ATEAL K168R/N ND 
43 27 EXT c.35delG/N ND 
44 58 EXT c.35delG/N ND 
45 72 EXT c.35delG/N ND 
46 1 BA c.35delG/N ND 
47 16 BA c.35delG/N ND 
48 54 BA c.35delG/N ND 
49 71 BA c.35delG/N ND 
50 103 BA c.35delG/N V609G 
SLC26A4 
51 01 UNI c.35delG/N ND 
52 08 UNI c.35delG/N ND 
53 17 UNI c.35delG/N V609G 
SLC26A4 
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54 1 AA V37I/N ND 
55 29LI c.35delG/N ND 
ND = mutação não detectada. 
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4.2 REGIÃO PROMOTORA DO GENE GJB2: SNP rs117685390 (T/C) 
 
A casuística desse trabalho consistiu em indivíduos com diagnóstico da perda 
auditiva hereditária inconclusiva, refletindo a grande heterogeneidade da perda auditiva 
genética. Tem sido relatado que alterações genéticas na região reguladora do gene GJB2, que 
codifica a conexina 26, podem contribuir para a perda auditiva neurossensorial (31).  
Neste estudo foi realizada a genotipagem do SNP rs117685390 (T/C), localizado 
na região promotora do gene GJB2, em 46 pacientes com perda auditiva heterozigotos para 
mutações no gene GJB2. Para a confirmação da alta frequência do alelo C em pacientes com a 
mutação 35delG, também foram analisados 94 controles (ouvintes) e 40 pacientes 
homozigotos para 35delG. Portanto, 180 pacientes foram genotipados, utilizando o kit 
iPLEX® Gold Assay do MassARRAY® System/Sequenom (Tabelas 4, 5 e 6 
respectivamente). 
Para o grupo dos 94 ouvintes, 44 deles (46,80%) foram homozigotos para o alelo 
T (T/T), outros 38 (40,42%) foram heterozigotos (T/C) e apenas 12 pacientes (12,76%) foram 
homozigotos para o alelo C/C do SNP rs117685390 (Tabela 4). 
 
Tabela 4: Resultados da genotipagem do SNP rs117685390 (T/C) em 94 pacientes controle 
para a mutação 35delG. 
N ° Pacientes controle Genotipagem rs117685390 
1   64 RN T/C 
2 95 RN T/T 
3 154 RN T/T 
4 193 RN T/C 
5 197 RN T/T 
6 204 RN T/C 
7 206 RN T/T 
8 228 RN T/C 
9 239 RN T/T 
10 248 RN T/C 
11 263 RN T/C 
12 310 RN T/T 
13 321 RN T/T 
14 354 RN C/C 
15 367 RN T/C 
16 400 RN T/T 
17 444 RN T/T 
18 461 RN T/T 
19 469 RN T/C 
20 484 RN T/T 
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21 487 RN T/T 
22 531 RN T/C 
23 581 RN T/C 
24 584 RN C/C 
25 586 RN T/C 
26 598 RN T/C 
27 601 RN T/C 
28 627 RN T/C 
29 630 RN T/T 
30 631 RN T/C 
31 650 RN C/C 
32 665 RN T/T 
33 672 RN T/C 
34 674 RN T/T 
35 678 RN T/T 
36 681 RN T/T 
37 700 RN T/T 
38 701 RN T/T 
39 709 RN T/T 
40 723 RN T/C 
41 724 RN T/T 
42 732 RN T/T 
43 800 RN T/T 
44 823 RN T/T 
45 842 RN T/T 
46 845 RN T/C 
47 922 RN C/C 
48 926 RN T/C 
49 937 RN C/C 
50 1142 RN T/T 
51 1143 RN T/T 
52 1144 RN T/C 
53 1145 RN T/T 
54 1046 RN T/C 
55 1146 RN T/T 
56 1147 RN T/C 
57 1148 RN T/T 
58 1150 RN T/C 
59 1152 RN T/T 
60 1153 RN T/T 
61 1155 RN C/C 
62 1157 RN  T/C 
63 1159 RN T/T 
64 1160 RN T/C 
65 1161 RN T/T 
66 1162 RN  T/C 
67 1165 RN T/T 
68 1167 RN C/C 
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69 1168 RN C/C 
70 1170 RN T/C 
71 1171 RN  T/T 
72 1173 RN T/T 
73 1174 RN T/T 
74 1176 RN T/C 
75 1177 RN T/C 
76 1178 RN T/C 
77 1180 RN T/T 
78 1181 RN T/T 
79 1182 RN  T/T 
80 1185 RN T/C 
81 1186 RN T/T 
82 1187 RN C/C 
83 1189 RN T/C 
84 1190 RN T/C 
85 1192 RN T/C 
86 1193 RN T/C 
87 1194 RN C/C 
88 1195 RN T/T 
89 1196 RN T/C 
90 1197 RN C/C 
91 1198 RN T/C 
92 2070 RN T/T 
93 2072 RN C/C 
94 2073 RN T/C 
 
Ao analisar o grupo de 46 pacientes heterozigotos para mutações no gene GJB2, 
31 pacientes (67,39%) foram heterozigotos (T/C), 9 deles (19,56%) foram homozigotos para o 
alelo T (T/T) e outros 6 (13,04%) foram homozigotos para o alelo C/C do SNP rs117685390 
(Tabela 5). 
 
Tabela 5: Resultados da genotipagem do SNP rs117685390 (T/C) em 46 pacientes 
heterozigotos para mutações no gene GJB2. 
N ° Pacientes heterozigotos para 
mutações no gene GBJ2 
Genotipagem rs117685390 
 
1 219 OTO T/C 
2 257 OTO T/C 
3 261 OTO T/C 
4 275 OTO T/C 
5 276 OTO T/C 
6 391 OTO T/T 
7 396 OTO T/C 
8 449 OTO T/C 
9 503 OTO T/C 
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10 508 OTO T/C 
11 509 OTO C/C 
12 539 OTO T/C 
13 571 OTO T/C 
14 578 OTO T/C 
15 660 OTO C/C 
16 683 OTO T/C 
17 797 OTO T/C 
18 816 OTO T/T 
19 832 OTO C/C 
20 39 IMPL T/C 
21 56 IMPL C/C 
22 122 IMPL T/C 
23 23 PM T/C 
24 56 PM T/C 
25 72 PM T/T 
26 74 PM T/C 
27 90 PM T/C 
28 180 PM T/C 
29 182.2 PM  T/T 
30 183 PM T/T 
31 187 PM T/T 
32 207 PM T/C 
33 69 ATEAL T/T 
34 87 ATEAL T/C 
35 27 EXT T/C 
36 58 EXT T/T 
37 72 EXT T/C 
38 1 BA T/C 
39 16 BA C/C 
40 54 BA T/C 
41 71 BA T/C 
42 103 BA T/C 
43 1 UNI T/C 
44 17 UNI T/C 
45 1 AA T/T 
46 29 LI C/C 
 
Por fim, ao analisar o grupo dos 40 pacientes homozigotos para mutações no gene 
GJB2, 36 pacientes (90%) foram homozigotos para o alelo C/C, outros 4 (10%) foram 
heterozigotos (T/C) e não foi encontrado indivíduo homozigoto para o alelo T/T do SNP 
rs117685390 (Tabela 6).  
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Tabela 6: Resultados da genotipagem do SNP rs117685390 (T/C) em 40 pacientes 
homozigotos para 35delG. 
N ° Pacientes homozigotos 
para 35delG 
Genotipagem rs117685390  
1 25 OTO C/C 
2 373 OTO C/C 
3 400 OTO C/C 
4 409 OTO C/C 
5 469 OTO C/C 
6 505 OTO C/C 
7 559 OTO C/C 
8 698 OTO C/C 
9 706 OTO C/C 
10 710.1 OTO C/C 
11 710.2 OTO C/C 
12 730 OTO C/C 
13 750 OTO C/C 
14 795 OTO C/C 
15 824 OTO C/C 
16 86 PM C/C 
17 92 PM T/C 
18 154 PM C/C 
19 178 PM T/C 
20 189 PM C/C 
21 200 PM C/C 
22 203 PM C/C 
23 47 BA C/C 
24 62 BA C/C 
25 82 BA C/C 
26 294 FORT C/C 
27 295 FORT C/C 
28 302 FORT T/C 
29 313 FORT C/C 
30 317 FORT C/C 
31 3 NA C/C 
32 30 NA C/C 
33 8 EX C/C 
34 47 CE C/C 
35 54 CE C/C 
36 73 CE T/C 
37 112 CE C/C 
38 157 CE C/C 
39 165 CE C/C 
40 15 UNI C/C 
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Além das frequências genotípicas, foram calculadas as frequências gênicas ou 
alélicas para os grupos de pacientes controle, homozigoto e heterozigoto para o SNP 
rs117685390 (T/C). 
Para o grupo dos pacientes controle a frequência do alelo T calculada a partir dos 
94 pacientes foi de 0,67 (67%) e do alelo C foi de 0,33 (33%) (x2=0,7; p=0,3). Com relação 
aos 46 pacientes heterozigotos a frequência do alelo T foi de 0,53 (53%) e do alelo C foi de 
0,47 (47%) %). Finalmente para o grupo de 40 pacientes homozigotos a frequência do alelo T 
foi de 0,05 (5%) e para o alelo C foi 0,95 (95%). 
Desta forma, foi observado uma maior frequência do alelo C em pacientes 
homozigotos para 35delG, uma frequência aproximada entre os alelos T e C em pacientes 
heterozigotos e para o grupo controle não portadores da mutação 35delG foi observada uma 
maior frequência do alelo T. 
Analisando separadamente o grupo dos 46 pacientes heterozigotos para mutações 
no gene GJB2, 37 pacientes são heterozigotos para a mutação 35delG e 9 pacientes são 
heterozigotos para outras mutações no gene GJB2: K168R/N (5), IVS1+1G>A/N (1), 
R57Q/N (1), M34T/N (1) e V37I/N (1). 
Observando o grupo dos 37 pacientes heterozigotos para mutação 35delG, 30 
(81,08%) pacientes foram heterozigotos (T/C), 6 (16,22%) foram homozigotos para o alelo C 
(C/C) e um (2,70%) foi homozigoto para o alelo T (T/T) do SNP rs117685390. Por sua vez, 
dentro do grupo dos 9 pacientes heterozigotos para outras mutações no gene GJB2, 8 
pacientes (88,88%) foram homozigotos para o alelo T (T/T), um (11,11%) paciente foi 
heterozigoto (T/C) e não foi encontrado indivíduo homozigoto para o alelo C/C do SNP 
rs117685390. 
Além das frequências genotípicas, foram calculadas as frequências gênicas ou 
alélicas para os grupos de pacientes heterozigotos para a mutação 35delG e heterozigotos para 
outras mutações no gene GJB2 para o SNP rs117685390 (T/C). 
Para o grupo dos pacientes heterozigotos para a mutação 35delG,  a frequência do 
alelo T calculada a partir dos 37 pacientes foi de 0,43 (43%) e do alelo C foi de 0,57 (57%). 
Com relação aos 9 pacientes heterozigotos para outras mutações no gene GJB2, a frequência 
do alelo T foi de 0,94 (94%) e do alelo C foi de 0,06 (6%). 
Desta forma, foi observado uma maior frequência do alelo C em pacientes 
heterozigotos para a mutação 35delG, ao contrário do observado nos pacientes heterozigotos 
para outras mutações no gene GJB2, onde foi observado uma maior frequência do alelo T 
(Apêndice 6- artigo submetido). 
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4.3 PERFIL DOS CNVS 
 
 
Um total de 13 indivíduos tiveram seus genomas hibridizados no Affymetrix™ 
GeneChip® e os dados obtidos foram analisados para alterações genômicas no Affymetrix™ 
Chromosome Analysis Suite (ChAS) Software. 
A partir da análise dos eventos encontrados nas amostras dos pacientes 
hibridizados, foi possível observar um total de 83 alterações genômicas, sendo 55 perdas e 28 
ganhos (Figura 14). Ao observamos a distribuição das alterações ao longo dos 23 
cromossomos, verificou-se que os cromossomos 8, 14, 11 e 7 apresentaram maior número de 
perda cromossômica em comparação com os outros cromossomos autossômicos (Figura 14). 
Por sua vez, o maior número de ganho cromossômico estava presente nos cromossomos 17, 3 
e 5 (Figura 14). 
Analisando por paciente os eventos de perda e ganho encontrados, o paciente 187 
PM apresentou apenas perda de segmento cromossômico (n=1). Todos os outros 12 pacientes 
apresentaram eventos de perda e ganho de segmento cromossômico em número variado 
(Figura 15).  
O paciente 187 PM é um indivíduo com grau de perda profunda e heterozigoto 
para a mutação M34T/N no gene GJB2. A perda de segmento cromossômico do paciente 187 
PM ocorre no cromossomo 14q11.2, com tamanho de 330 kb, que inclui 536 marcadores, 
porém não possui gene envolvido.  
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Figura 14: Número de eventos cromossômicos (perda ou ganho) por cromossomo dos 
pacientes com perda auditiva. A coluna azul representa os eventos de ganho e a coluna 
vermelha os eventos de perda. O eixo Y corresponde ao número de eventos observados por 
cromossomo. 
 
 
Figura 15: Número de eventos cromossômicos (perda ou ganho) por pacientes com perda 
auditiva. A coluna azul representa os eventos de ganho e a coluna vermelha os eventos de 
perda. O eixo Y corresponde ao número de eventos observados por paciente. 188 PM: 
controle homozigoto para del(GJB6-D13S1830), 811 OTO e 628 OTO: heterozigotos para 
del(GJB6-D13S1854), 187 PM: Paciente portador da mutação M34T/N no gene GJB2. 219 
PM: Paciente portador da mutação T186A/N no gene GJB2. Todos os outros pacientes são 
heterozigotos para 35delG. 
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4.4 CARIÓTIPOS (KARYOVIEW) 
 
O karyoview corresponde a uma ampla visão dos segmentos detectados nos 
cromossomos ao longo do genoma. Para cada cromossomo são exibidas as seguintes 
informações: número do cromossomo, citobanda, dados do segmento, dados de mutação 
somática e regiões citogenéticas. 
Os painéis de karyoview dos nossos pacientes, sendo, 8 pacientes heterozigotos 
para mutação 35delG, três pacientes controle para mutações no gene GJB6, deleções 
del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854), um paciente portador da mutação M34T/N e 
um paciente portador da mutação T186A/N estão representados na figura 16. 
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Figura 16: karyoview. A) Paciente 232 OTO, B) Paciente 257 OTO, C) Paciente 396 OTO, 
D) Paciente 508 OTO, E) Paciente 628 OTO heterozigoto para del(GJB6-D13S1854)), F) 
Paciente 797 OTO, G) Paciente 811 OTO heterozigoto para del(GJB6-D13S1854)), H) 
Paciente 832 OTO, I) Paciente 187 PM (portador da mutação M34T/N), J) 188 PM (controle 
homozigoto para del(GJB6-D13S1830)), K) Paciente 207 PM, L) Paciente 219 PM (portador 
da mutação T186A/N), M) Paciente 17 UNI. As deleções estão representadas por “    ” e 
ganhos estão representados por “   ”. O cromossomo 13 aparece destacado pelo quadrado azul. 
Imagem gerada pelo software Chromosome Analysis Suite (ChAS Affymetrix). 
 
 
Após análise do karyoview dos pacientes estudados, todas as informações sobre 
alterações genômicas, foram interpretadas: os eventos de perda ou ganho, localização 
cromossômica, citobanda, tamanho do evento, quantidade de marcadores presentes na região, 
L 
M 
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localização de início, localização de término e genes envolvidos no evento em cada caso 
(Tabela 7). 
 
Tabela 7: Alterações genômicas encontradas nos 13 pacientes.  
Caso Evento Cromos
somo 
Citobanda Tamanho 
(kbp) 
Marca
dores 
Início Fim Genes 
232 
OTO 
Perda 1 q21.3 12 28 152761910 152773905 LCE1D 
 Ganho 5 p13.3 62 64 32109541 32171896 PDZD2 
GOLPH3 
 Perda 5 q21.2 96 55 103693203 103789512 Ausente 
 Perda 7 q34 11 30 142475398 142486484 PRSS3P2  
PRSS2 
 Perda 8 p11.22 140 76 39247097 39386952 ADAM5 
ADAM3A 
 Perda 8 q24.21 90 56 129264753 129355205 Ausente 
 Perda 14 q11.2 538 784 22457090 22995123 Ausente 
 Perda 19 p12 127 87 20593475 20720705 ZNF826P 
 Perda 20  p12.1 65 42 14767366 14832277 MACROD2 
257 
OTO 
Perda 5 q15 67 82 93704236 93771447 KIAA0825 
 Ganho 17 q21.31 100 101 44188450 44288442 KANSL1 
KANSL1-AS1 
396 
OTO 
Perda 1  p31.3 18 39 62436928 62454659 INADL 
 Ganho 8 q22.1 68 76 95216266 95284019 CDH17 
GEM 
 Perda 14 q11.2 381 632 22560402 22941066 Ausente 
 Perda 16 q23.3 17 33 82679198 82695755 CDH13 
508 
OTO 
Ganho 3  q13.11 233 157 105896082 106128853 Ausente 
 Ganho 7 q32.1 326 216 128028572 128354937 IMPDH1 
HILPDA 
METTL2B 
FLJ45340 
FAM71F2 
 Perda 8  p11.22 140 76 39247097 39386952 ADAM5 
ADAM3A 
 Ganho 10 q11.21 153 112 45215161 45367803 TMEM72-AS1 
 Perda 11 p15.4 21 44 5788078- 5809230 OR52N5  
OR52N1 
 Perda 11  q11 79 100 55374018 55452996 OR4P4 
OR4S2 
OR4C6 
 Perda 16 q12.2 46 46 55796561 55842329 CES1P1 
CES1 
628 
OTO 
Ganho 5 p13.3 61 60 32109541 32170613 PDZD2 
GOLPH3 
 Perda 7 p14.1 59 82 38319462 38378483 Ausente 
 Perda 12 p11.22 68 32 29954161 30021666 Ausente 
 Perda 13 q12.11 237 284 20797314 21034197 GJB6 
CRYL1 
MIR4499 
 Perda 14 q11.2 368 608 22598596 22966744 Ausente 
797 
OTO 
Perda 8 p11.22 140 76 39247097 39386952 ADAM5 
ADAM3A 
 Perda 12 q14.1 2,289 1,560 59629303 61918506 SLC16A7 
 Ganho 14 q24.3 61 52 73995760 74056461 HEATR4 
ACOT1 
ACOT2 
 Ganho 17 q21.31 105 107 44187491 44292742 KANSL1 KANSL1-
AS1  
 Ganho 17 p11.2 737 340 21524807 22261792 FAM27L 
FLJ36000 
MTRNR2L1 
811 
OTO 
Perda 5 q23.1 38 51 115586765 115624847 COMMD10 
 Perda 8  p23.2 27 25 5300741 5328100 Ausente 
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 Perda 13 q12.11 229 284 20808536 21037608 CRYL1 
MIR4499 
 Perda 14 q11.2 432 676 22526880 22959362 Ausente 
 Perda 15 q26.1 101 81 94233305 94333980 Ausente 
 Ganho 17  q12 52 64 34425362 34477480 CCL4 
832 
OTO 
Perda 1 p31.1 36 44 76088639 76124708 Ausente 
 Perda 1 q32.2 39 25 207707664 207746494 CR1 
 
 Ganho 2  p25.3 295 204 3924348 4219233 LOC100505964 
 Perda 2 p16.2 27 34 53004196 53031527 Ausente 
 Ganho 3 p12.3 371 196 77807929 78178739 Ausente 
 Perda 3 q13.13 24 32 108483112 108507307 Ausente 
 Ganho 5 p13.3 61 60 32109541 
 
32170613 PDZD2 
GOLPH3 
 Perda 5  p15.31 44 44 8703025 8747009 Ausente 
 Perda 8 p11.22 116 64 39247097 
 
39362916 ADAM5 
ADAM3A 
 Ganho 11 p12 80 52 37754659 37834730 Ausente 
 Ganho 12  q24.31 199 132 124495711 124694353 ZNF664 
ZNF664-FAM101A 
187 
PM 
Perda 14 q11.2 330 536 22510088 22840003 Ausente 
188 
PM 
Ganho 3  q26.31 60 52 173239852 173300180 
NLGN1 
 
Perda 7 p14.1 51 76 38319671 
38370792 Ausente 
 
Perda 8 p11.22 140 76 39247097 39386952 
ADAM5 
ADAM3A 
 
Perda 8  q21.11 25 30 73998083 74023541 
SBSPON 
 
Ganho 11  q11 79 96 55374175 55452996 
OR4P4 
OR4S2 
OR4C6 
 
Perda 11  p15.4 21 44 5788078 5809230 
OR52N5 
OR52N1 
 
Perda 13 q21.31 99 69 64289303 64388542 
OR7E156P 
 
Perda 13 q12.11 308 384 20796981 21104487 
GJB6 
CRYL1 
MIR4499 
 
Perda 14 q11.2 557 778 22402463 22959362 Ausente 
 
Ganho 16  p11.2 285 172 34471297 34755816 
LOC283914 
LOC146481 
LOC100130700 
207 
PM 
Perda 11 p15.4 20 40 5789727 5809230 
OR52N5 
OR52N1 
 
Perda 11 q11 79 100 55374018 55452996 
OR4P4 
OR4S2 
OR4C6 
 
Ganho 12 p13.31 120 96 8004411 8124048 
SLC2A14  
SLC2A3 
 
Ganho 16 p11.2 285 172 34471297 34755816 
LOC283914 
LOC146481 
LOC100130700 
 
Ganho 17  q21.31 101 100 44191389 44292742 
KANSL1 KANSL1-
AS1 
 
Ganho 22 q11.22 134 84 23124497 23258369 
MIR650 
IGLL5 
219 
PM 
Ganho 2  q37.1 117 81 233195538 233312581 
DIS3L2 
ALPP 
ECEL1P2  
ALPPL2 
 
Perda 2 p14 122 84 67492299 67613871 Ausente 
 
Perda 6 p25.1 32 40 6965330 6997665 Ausente 
 
Perda 7 p14.1 29 58 38320537 38349129 Ausente 
 
Ganho 8 p11.22 137 72 39247097 39384337 
ADAM5 
ADAM3A 
 
Perda 10 q21.1 152 120 58330866 58482756 Ausente 
 
Perda 14 q11.2 193 256 22747482 22940138 Ausente 
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Perda 19 p12 118 80 20598535 20716337 ZNF826P 
17 Uni 
Ganho 1 p32.1 50 52 61278709 61328456 Ausente 
 
Perda 3 p24.3 83 44 22796226 22879291 Ausente 
 
Perda 3 p21.31 66 49 46793071 46859141 Ausente 
 
Perda 6 p22.1 71 32 29864577 29936041 
HCG4B 
HLA-A 
 
Perda 7 p14.1 68 92 38319295 38387020 LOC100506776 
 
Perda 9 q31.2 30 62 108444651 10847538 TMEM38B 
 
Ganho 10 p11.21 169 200 34974284 35143401 PARD3 
 
Perda 14 q11.2 461 720 22513441 22974116 Ausente 
 
Perda 15 q25.3 40 40 87830571 87870343 Ausente 
 
 
Na busca de identificar alterações genômicas recorrentes, seja perda ou ganho, 
entre os pacientes, os 13 karyoview dos pacientes foram agrupados (Figura 17), analisados e 
os resultados das alterações genômicas foram expressos na tabela 8.  
No total 10 cromossomos (5, 7, 8, 11,13, 14, 16, 17, 19 e 22) apresentaram 
alterações genômicas recorrentes entre os pacientes.  As alterações recorrentes observadas nos 
cromossomos 14 e 22, que não apresentaram genes envolvidos, foram excluídas do nosso 
estudo. Desta forma, nossas análises foram realizadas baseado nas alterações em 8 
cromossomos (5, 7, 8, 11,13, 16, 17 e 19). 
 
 
Figura 17: karyoview com os 13 pacientes. Cada linha colorida ao lado da representação 
esquemática de cada cromossomo representa um paciente. As deleções estão representadas 
por “    ” e ganhos estão representados por “    ”. O cromossomo 13 aparece destacado pelo 
quadrado azul. Imagem gerada pelo software Chromosome Analysis Suite (ChAS Affymetrix). 
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Tabela 8: Alterações genômicas recorrentes entre os pacientes. 
Cromossomo Evento Paciente Cito-
banda 
Tamanho 
(kbp) 
Marcadores Início Fim Genes 
5 Ganho 232 OTO p13.3 62 64 32109541 32171896 PDZD2 
GOLPH3 
 Ganho 628 OTO p13.3 61 60 32109541 32170613 PDZD2 
GOLPH3 
 Ganho 832 OTO p13.3 61 60 32109541 32170613 PDZD2 
GOLPH3 
7 Perda 
628 OTO p14.1 59 82 38319462 38378483 
Ausente 
 Perda 188 PM p14.1 51 76 38319671 38370792 Ausente 
 Perda 219 PM p14.1 29 58 38320537 38349129 Ausente 
 Perda 17 UNI p14.1 68 92 38319295 38387020 LOC1005067
76 
8 Perda 232 OTO p11.22 140 76 39247097 39386952 ADAM5 
ADAM3A 
 Perda 508 OTO p11.22 140 76 39247097 39386952 ADAM5 
ADAM3A 
 Perda 797 OTO p11.22 140 76 39247097 39386952 ADAM5 
ADAM3A 
 Perda 832 OTO p11.22 116 64 39247097 
 
39362916 ADAM5 
ADAM3A 
 Perda 188 PM 
p11.22 140 76 39247097 39386952 
ADAM5 
ADAM3A 
11 Perda 508 OTO q11 79 100 55374018 55452996 OR4P4 
OR4S2  
OR4C6 
 Perda 508 OTO p15 21 44 5788078 5809230 OR52N5  
OR52N1 
 Perda 207 PM 
q11 79 100 55374018 55452996 
OR4P4 
OR4S2  
OR4C6 
 Perda 207 PM 
p15 20 40 5789727 5809230 
OR52N5  
OR52N1 
13 Perda 628 OTO q12.11 237 284 20797314 21034197 GJB6 
CRYL1 
MIR4499 
 Perda 811 OTO q12.11 229 284 20808536 21037608 CRYL1 
MIR4499 
 Perda 188 PM 
q12.11 308 384 20796981 21104487 
GJB6 
CRYL1 
MIR4499 
16 Ganho 188 PM 
p11.2 285 172 34471297 34755816 
LOC283914 
LOC146481 
LOC1001307
00 
 Ganho 207 PM 
p11.2 285 172 34471297 34755816 
LOC283914 
LOC146481 
LOC1001307
00 
17 Ganho 257 OTO 
q21.31 100 101 44188450 44288442 
KANSL1 
KANSL1-AS1 
 Ganho 797 OTO 
q21.31 105 107 44187491 44292742 
KANSL1 
KANSL1-AS1 
 Ganho 207 PM 
q21.31 101 100 44191389 44292742 
KANSL1 
KANSL1-AS1 
19 Perda 232 OTO p12 127 87 20593475 20720705 ZNF826P 
 Perda 219 PM p12 118 80 20598535 20716337 ZNF826P 
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As alterações genômicas não recorrentes ou pontuais, encontradas nos 13 
pacientes, também foram analisadas no National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/), e não foi encontrada deleção ou ganho que 
pudesse ser relacionada à perda auditiva nos pacientes. 
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4.5 LISTA GÊNICA 
 
Todas as alterações genômicas recorrentes entre os 13 pacientes, localizados nos 8 
cromossomos, foram agrupadas em uma nova tabela (tabela 9) e correlacionadas no site 
Interactivent (http://www.interactivenn.net/), com objetivo de analisar os eventos recorrentes 
entre os pacientes (Figura 18). A correlação foi realizada baseado na escolha dos pacientes 
que apresentaram um maior número de genes compartilhados entre si, observados por meio de 
planilhas do excel e plotados no site. 
O Interactivent corresponde a uma ferramenta flexível para interação de até 6 
grupos, oferecendo uma interface para a construção de diagramas de Venn, permitindo a 
análise dos grupos sem alterar a forma do diagrama. Esta ferramenta permite trabalhar com 
um grande número de fluxo de trabalho na análise de dados em diversos experimentos. Os 
clusters compostos por diferentes números de genes variando entre 1 a 16 genes foram 
construídos, com objetivo de analisar os clusters em comum compartilhados nas amostras dos 
pacientes (62).   
 
Tabela 9: Lista de genes candidatos para os pacientes com perda auditiva não sindrômica. 
 
Gene Paciente 
ADAM3A 232 OTO 
508 OTO 
797 OTO 
832 OTO 
188 PM  
ADAM5 232 OTO 
508 OTO 
797 OTO 
832 OTO 
188 PM  
CRYL1 811 OTO 
628 OTO 
188 PM 
GOLPH3 232 OTO 
628 OTO 
832 OTO 
KANSL1 257 OTO 
797 OTO 
207 PM 
KANSL1-AS1 257 OTO 
797 OTO 
207 PM 
LOC100130700 188 PM 
207 PM 
LOC146481 188 PM 
207 PM 
LOC283914 188 PM 
207 PM 
MIR4499 628 OTO 
811 OTO 
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188 PM 
OR4C6 508 OTO 
207 PM 
OR4P4 508 OTO 
207 PM 
OR4S2 508 OTO 
207 PM 
OR52N1 508 OTO 
207 PM 
OR52N5 508 OTO 
207 PM 
PDZD2 232 OTO 
628 OTO 
832 OTO 
ZNF826P 232 OTO 
219 PM 
 
Os pacientes 188 PM (controle homozigoto para del(GJB6-D13S1830)) e 207 PM 
apresentaram 3 genes em comum: LOC100130700, LOC146481 e LOC283914 (Figura 18A). 
Os pacientes 628 OTO, 811 OTO (heterozigotos para del(GJB6-D13S1854)) e 
188 PM (controle homozigoto para del(GJB6-D13S1830))  apresentaram 2 genes em comum: 
CRYL1, MIR4499 (Figura 18B).  
Por sua vez, os pacientes heterozigotos 35delG, 232 OTO, 508 OTO, 797 OTO, 
832 OTO, e 188 PM (controle homozigoto para del(GJB6-D13S1830)), apresentaram 2 genes 
em comum: ADAM3A e ADAM 5 (Figura 18C).  
Os pacientes 508 OTO e 207 PM apresentaram 5 genes em comum: OR4C6, 
OR4P4, OR4S2, OR52N1 e OR52N5 (Figura 18D).  
Os pacientes heterozigotos para 35delG, 257 OTO, 797 OTO e 207 PM, 
apresentaram 2 genes em comum: KANSL1, KANSL1-AS1, e os pacientes 232 OTO, 628 OTO 
e 832 OTO compartilharam entre si os genes GOLPH3 e PDZD2 (Figura 18E).  
Finalmente, os pacientes 232 OTO e 219 PM apresentaram um gene em comum: 
ZNF826P (Figura 18F).  
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Figura 18: Diagramas de Venn contendo os números de genes específicos e compartilhados 
(recorrentes), nos pacientes com perda auditiva. O número total de genes em comum está 
representado nos cruzamentos. O número total de genes de cada paciente é fornecido abaixo 
do número do mesmo. A) 188 PM controle homozigoto para del(GJB6-D13S1830)) 
correlacionado com paciente heterozigoto 35delG (207 PM). B) Pacientes 628 OTO e 811 
A B 
C D 
E F 
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OTO (heterozigotos para del(GJB6-D13S1854)) correlacionado com paciente 188 PM 
(controle homozigoto para del(GJB6-D13S1830)). C) Pacientes heterozigotos 35delG (232 
OTO, 508 OTO, 797 OTO, 832 OTO) correlacionado com paciente 188 PM (controle 
homozigoto para del(GJB6-D13S1830)). D e E) Pacientes heterozigotos 35delG 
correlacionados entre si e com o Paciente 628 OTO (controle heterozigoto para del(GJB6-
D13S1854)). F) Paciente heterozigoto 35delG (232 OTO) correlacionado com o paciente 
normal para 35delG, porém portador da mutação T186A/N (219 PM). 
 
O paciente 628 OTO, heterozigoto para del(GJB6-D13S1854), apresentou uma 
alteração genômica (perda) localizada no cromossomo 13q12.11 envolvendo os genes GJB6, 
CRYL1 e MIR4499. Este paciente desenvolveu uma perda auditiva profunda bilateral 
neurossensorial que foi detectada pela mãe aos 2 anos de idade. Não foi possível obter-se o 
histórico de perdas auditivas em demais indivíduos da família, além disso, o paciente possui 
dois irmãos com outras patologias, a exemplo de paralisia cerebral e esquizofrenia (Figura 
19).  
 
 
 
 
 
 
 Figura 19: Heredograma do paciente 628 OTO com grau de perda profunda bilateral 
neurossensorial.  
 
O paciente 811 OTO, heterozigoto para del(GJB6-D13S1854), também 
apresentou uma alteração genômica (perda) localizada no cromossomo 13q12.11 envolvendo 
os genes CRYL1 e MIR4499. Este paciente desenvolveu uma perda auditiva moderada, pior do 
lado esquerdo, que foi detectada aos 15 anos de idade com piora progressiva.  Com relação ao 
histórico de perda auditiva, a família paterna possui dois irmãos, tios e primos com surdez, 
porém não foram analizados geneticamente por falta de material biológico (Figura 20).  Esta 
deleção encontrada refere-se a região específica da deleção del(GJB6-D13S1854). 
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Figura 20: Heredograma do paciente 811 OTO com grau de perda moderada.  
 
O paciente 232 OTO, heterozigoto 35delG, apresentou uma alteração genômica 
(perda) localizada no cromossomo 19p12 envolvendo o gene ZNF826P. Este paciente 
desenvolveu uma perda auditiva leve (D) e moderada (E), e na família possui dois irmãos e 
um tio paterno com perda de audição, porém não foram analizados geneticamente por falta de 
material biológico (Figura 21).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21: Heredograma do paciente 232 OTO com grau de perda leve (D) e moderada (E).  
 
O paciente 219 PM, normal para 35delG e portador da mutação nova T186A/N no 
gene GJB2, também apresentou uma alteração genômica (perda) localizada no cromossomo 
19p12 envolvendo o gene ZNF826P. Este paciente desenvolveu uma perda auditiva leve. Na 
família, o pai e a irmã apresentam a mutação em heterozigose T186A e apenas o probando 
possui perda auditiva (Figura 22).  
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Figura 22: Heredograma do paciente 219 PM portador da mutação nova T186A/N. 
 
Os genes candidatos OR4C6, OR4P4, OR4S2, OR52N1, OR52N5, recorrentes nos 
pacientes 508 OTO e 207 PM, codificam proteínas humanas relacionadas a família dos 
receptores olfatórios, muito frequentes na população. Desta forma, não foi encontrada 
alteração que pudesse ser relacionada à perda auditiva nos pacientes 508 OTO e 207 PM, por 
se tratarem de alterações recorrentes enriquecidas na população.  
Todos os outros genes recorrentes, ADAM3A, ADAM5, LOC100130700, 
LOC146481, LOC283914, KANSL1, KANSL1-AS1, GOLPH3 e PDZD2, não apresentaram 
correlação com o fenótipo dos pacientes, pois tratam-se de alterações recorrentes na 
população. Desta forma, também não foi encontrada alteração que pudesse ser relacionada à 
perda auditiva nos pacientes 232 OTO, 257 OTO, 508 OTO, 797 OTO, 832 OTO, 207 PM. 
Desta forma, ao analisar os 17 genes candidatos recorrentes observados entre os 
13 pacientes em estudo, concluímos que não foram encontradas alterações genômicas que 
pudessem ser relacionadas à perda auditiva desses pacientes, mesmo sabendo que os genes 
recorrentes CRYL1 e o MIR4499, estão localizados na região dowstream do gene GJB6 e 
corresponde a região da deleção (del(GJB6-D13S1830)). 
Os pacientes 811 OTO (controle para del(GJB6-D13S1854)) e 188 PM (controle 
para del(GJB6-D13S1830)) também foram utilizados no nosso estudo como controle das 
principais deleções envolvidas com perda auditiva já descritas na literatura. Foi possível 
identificar as duas perdas localizadas no cromossomo 13 q12.11 com os tamanhos: 307,506 
kb e 384 marcadores na região da del(GJB6-D13S1830) e 229,072 kb e 284 marcadores na 
região da del(GJB6-D13S1854) envolvendo o gene GJB6 (Figura 23A e B). Desta forma, 
podemos inferir que a técnica de CytoScan HD array é capaz de identificar alterações 
genômicas menores que 400 kb e 50 marcadores para perda associadas a expertise do 
pesquisador durante a análise das alterações genômicas (recomendações do manual 
Affymetrix). 
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Figura 23: Variações no número de cópias segundo a distribuição das sondas polimórficas 
(SNPs). A) 188 PM controle homozigoto para visualização da deleção del(GJB6-D13S1830), 
B) Paciente 811 OTO portador da deleção del(GJB6-D13S1854) apresentando regiões com 
perdas no cromossomo 13q12.11, analisados pelo single sample analysis. Cada linha colorida 
ao lado da representação esquemática de cada cromossomo representa um paciente. As 
deleções estão representadas por “    ” e ganhos estão representados por “  ”. O cromossomo 
13 aparece destacado pelo quadrado azul. Caixa vermelha representa uma deleção. Imagem 
gerada pelo software Chromosome Analysis Suite (ChAS Affymetrix).  
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4.6 REGIÕES EM HOMOZIGOSE SEM VARIAÇÃO NO NÚMERO DE CÓPIAS 
(cnLOH) 
 
A partir da análise do cariótipo, especificamente no cromossomo 13q12.11, foi 
observado que três pacientes, 396 OTO, 508 OTO e 832 OTO, apresentaram regiões em 
homozigose sem variação no número de cópias (cnLOH).   
O paciente 396 OTO apresentou duas cnLOH, sendo a primeira upstream da 
região da del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) (Figura 24 A e B) e a segunda na 
região das deleções, del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854). A primeira cnLOH, com 
início na posição 20.299.563 e término na posição 20.709.213, possui o tamanho 409,650 kbp 
e três genes envolvidos: PSPCI, ZMYMS, ZMYM2 (Figura 24C). A segunda cnLOH, com 
início na posição 20.796.496 e término na posição 20.951.424, possui o tamanho de 154,928 
kbp com gene GJB6 envolvido (Figura 26C). 
O paciente 508 OTO apresentou uma cnLOH downstream da região da del(GJB6-
D13S1830) e del(GJB6-D13S1854). Esta perda de heterozigose com início na posição 
21.096.133 e término na posição 21.452.649, possui tamanho de 356,516 kbp e cinco genes 
envolvidos: CRYL1, IFT88, IL17D, N6AMT2 e XPO4 (Figura 24D). 
Finalmente, o paciente 832 OTO apresentou uma cnLOH na região das deleções, 
del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854), com início na posição 20.781.669 e término na 
posição 20.930.442, possui o tamanho de 148,773 kbp e o gene GJB6 está envolvido nessa 
região (Figura 24E).  
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Figura 24: cnLOH em pacientes com perda auditiva. A) 188 PM: controle homozigoto para 
del(GJB6-D13S1830). B) 811 OTO: heterozigoto del(GJB6-D13S1854). C,D,E) 396 OTO, 
508 OTO e 832 OTO: Pacientes heterozigotos 35delG. Caixa roxa representa a região com 
cnLOH. As caixas vermelhas representam a região da del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-
D13S1854). Imagem gerada pelo software Chromosome Analysis Suite (ChAS Affymetrix). 
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4.7 ANÁLISE DE ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL (Enrichment Analysis) 
 
Os 63 genes (Tabela 7) detectados nas alterações genômicas dos 13 pacientes com 
perda auditiva, foram submetidos à análise de enriquecimento funcional, usando o programa 
WebGestalt (WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit), conforme a tabela 10.   
    
Tabela 10: Genes detectados nas alterações genômicas submetidos à análise de 
enriquecimento funcional. 
Símbolo do Gene Nome do Gene 
HLA-A Complexo Principal de Histocompatibilidade, Classe I, A 
OR4C6 Receptor olfatório, família 4, subfamília C, membro 6 
OR4P4 Receptor olfatório, família 4, subfamília P, membro 4 
SBSPON Somatomedina B e trombospondina, domínio do tipo 1 
FLJ36000 FLJ36000 não caracterizado 
HEATR4 4 repetições HEAT  
ECEL1P2 Enzima conversora de endotelina-tipo 1, pseudogene 2 
ACOT2 Acil-CoA tioesterase 2 
PRSS3P2 Protease, série 3, pseudogene 2 
DIS3L2 DIS3 controle mitótico homólogo (S. cerevisiae)-tipo 2 
PRSS2 Serino protease 2 (tripsina 2) 
TMEM72-AS1 TMEM72 antisense RNA 1 
HCG4B Grupo complexo HLA 4B (sem proteína codificante) 
HILPDA Hipóxia induzida por associação de gota de lipídeo 
ADAM5 Metalopeptidase ADAM domínio 5, pseudogene 
SLC2A3 Soluto portador da família 2 (facilitador do transporte de glicose), membro 3 
ZNF664 Proteína zinc finger 664 
CRYL1 Cristalina, lambda 1 
ADAM3A ADAM metalopeptidase domínio 3A (pseudogene) 
IMPDH1 IMP (inosina 5'-monofosfato) desidrogenase 1 
LOC100506776 LOC100506776 não caracterizado 
GOLPH3 Fosfoproteína golgi 3 (coat-protein) 
CES1 Carboxilesterase 1 
PDZD2 Contendo domnínio 2 PDZ  
OR52N5 Receptor olfatório, família 52, subfamília N, membro 5 
LOC283914 LOC283914 não caracterizado 
LOC643542 LOC643542 não caracterizado 
GJB6 Proteína gap junction, beta 6, 30kDa 
INADL InaD-like (Drosophila) 
ACOT1 Acil-CoA tioesterase 1 
OR7E156P Receptor olfatório, família 7, subfamília E, membro 156 pseudogene 
COMMD10 COMM domínio contendo 10 
LOC100130700 LOC100130700 não caracterizado 
SLC16A7 Família 16 carreadora de soluto, membro 7 (ácido monocarboxílico transportador 2) 
ALPPL2 Fosfatase alkalina, placental-like 2 
ZNF664-FAM101A Proteína FAM101A 
FAM71F2 Família com sequência similar 71, membro F2 
KIAA0825 KIAA0825 
LOC146481 Região gênica FSHD, família 2, membro C pseudogene 
OR4S2 Receptor olfatório, família 4, subfamília S, membro 2 
MACROD2 Domínios contendo MACRO 2 
ZNF826P Proteíba zinc finger 826, pseudogene 
MTRNR2L1 MT-RNR2-like 1 
IGLL5 Imunoglobulina lambda-like polipeptídeo 5 
GEM Proteína de ligação GTP superespressa no tecido esquelético 
KANSL1 KAT8 reguladora do NSL, subunidade 1 do complexo  
CR1 Proteínas receptoras 1 do sistema complemento (3b/4b) 
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MIR650 microRNA 650 
NLGN1 Neuroligina 1 
ALPP Fosfatase alcalina, placenta 
LOC100505964 LOC100505964 não caracterizada 
PARD3 par-3 partitioning defective 3 homolog (C. elegans) 
METTL2B methyltransferase like 2B 
SLC2A14 Família carreadora de soluto 2 (facilitador do transporte de glicose), membro 14 
KANSL1-AS1 KANSL1 antisense RNA 1 
CES1P1 carboxilesterase 1 pseudogene 1 
CCL4 Quimiocina 4 (C-C motivo)  
MIR4499 microRNA 4499 
LCE1D Último cornified envelope 1D 
FAM27L Família comsequência de similaridade 27-like 
CDH13 Caderina 13, H-caderina (coração) 
TMEM38B Proteína transmembrana 38B 
OR52N1 Receptor olfatório, família 52, subfamília N, membro 1 
CDH17 Caderina 17, LI caderina (fígado-intestino) 
FLJ45340 LOC402483 não caracterizada 
 
A partir das categorias funcionais identificadas das análises WebGestalt, foram 
selecionadas àquelas relacionadas com a perda auditiva: Análise com Associação à Doença e 
Vias enriquecidas do KEGG.  
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4.7.1 Análise com Associação à Doença 
 
 
Ao total, três genes associados com processos de adesão, estavam enriquecidos                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    
significativamente: PARD3, CDH13 e CDH17, presente em dois pacientes com perda auditiva 
heterozigotos 35delG: 17 UNI e 396 OTO (Tabela 11).   
 
Tabela 11: Genes enriquecidos associados  com processos de adesão. 
Número Gene Nome do Gene Paciente 
1 PARD3 par-3 partitioning defective 
3 homolog (C. elegans) 
17 UNI 
2 CDH13 caderina 13, cadherina-H 
(coração) 
396 OTO 
3 CDH17 caderina 17, H caderina 
(fígado-intestino) 
396 OTO 
 
Lista dos genes enriquecidos associados com processos de adesão. Para cada gene a tabela 
indica o símbolo, sua descrição e em qual paciente estão diferencialmente enriquecidos.  
 
O paciente 17 UNI, heterozigoto 35delG, apresentou um gene enriquecido 
associado com processos de adesão: PARD3. Este paciente desenvolveu uma perda auditiva 
profunda bilateral neurossensorial e não temos a anamnese do paciente sobre história familiar.  
O paciente 396 OTO, heterozigoto 35delG, apresentou dois genes enriquecidos 
associados com processos de adesão: CDH13 e CDH17. Este paciente desenvolveu uma perda 
auditiva profunda congênita. Não temos histórico de perda auditiva nesta família.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
86 
 
 
4.7.2 Vias enriquecidas do KEGG 
 
As análises de vias enriquecidas, baseadas nos 63 genes detectados nas alterações 
genômicas dos 13 pacientes com perda auditiva, foram realizadas por busca contra os bancos 
de dados do KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (61).  Uma via interessante 
pelas análises do KEGG, enriquecida com genes, mas não detectada pelas análises de GO, foi 
a via de interações Tight junction ou das junções ocludentes (Figura 25). 
Desta forma, dois genes estavam enriquecidos na via das junções ocludentes: o 
gene PARD3 e INADL, presente em dois pacientes com perda auditiva heterozigotos 35delG: 
17 UNI e 396 OTO (Tabela 12).  
 
Tabela 12: Genes enriquecidos associados com a via das interações Tight junction. 
 
Número Gene Nome do Gene Paciente 
1 PARD3 par-3 partitioning defective 
3 homolog (C. elegans) 
17 UNI 
2 INADL InaD-like (Drosophila) 396 OTO 
 
Lista dos genes associados para os processos de interações Tight junction. Para cada gene a 
tabela indica o símbolo, sua descrição e em qual paciente estão diferencialmente enriquecidos. 
 
O paciente 17 UNI, heterozigoto 35delG, apresentou o gene PARD3 enriquecido 
na via das junções ocludentes, quando analisados dentro do banco de dados de vias do KEEG. 
O mesmo gene estava enriquecido quando associado aos processos de adesão, após as análises 
de GO.  
O paciente 396 OTO, heterozigoto 35delG apresentou o gene INADL enriquecido 
na via das junções ocludentes, quando analisados dentro do banco de dados de vias do KEEG. 
Uma vez que o paciente 396 OTO possui o gene INADL deletado, a presença desta deleção 
associada ao seu genótipo c.35delG/N pode ser sugestiva para concluir o diagnóstico do 
paciente. 
Os genes PARD3 e INADL codificam proteínas que interagem com outras 
proteínas envolvidas em na cascata de sinalização das junções ocludentes: Tight junction 
(Figura 25).  
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Figura 25: Representação das junções ocludentes. Caixa vermelha destaca a localização do 
gene e sua possível correlação com as junções ocludentes (tight junction).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INADL 
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5 DISCUSSÃO  
 
Neste estudo foram analisados 55 indivíduos brasileiros não aparentados com 
surdez sensorioneural não sindrômica autossômica recessiva (SNSAR), que apresentaram 
mutações nos genes GJB2 ou GJB6 em heterozigose, mas que, no entanto, continuavam com 
diagnóstico molecular indefinido.  
Foram selecionadas 82 mutações em 20 genes nucleares e mitocondriais 
envolvidos com a perda de audição, essas mutações foram adicionadas a um painel através da 
tecnologia de alto rendimento iPLEX® Gold Assay do MassARRAY® System (Sequenom Inc., 
San Diego, EUA), baseada em espectrometria de massa. Após a obtenção das sequências de 
DNA de todas as alterações, um programa disponibilizado pela empresa desenhou os primers 
e forneceu os grupos de ensaios que deveriam ser genotipados na mesma reação (multiplex). 
Ao total, sete grupos de ensaios foram obtidos para genotipar todas as mutações de interesse. 
No rastreamento de mutações nos 20 genes nucleares analisados por 
espectrometria de massa, foram encontradas duas diferentes mutações em três indivíduos.  
A primeira alteração p.V609G foi detectada em 2 indivíduos (103 BA e 17 UNI) 
heterozigotos para a mutação c.35delG. Esta alteração ocorre no gene SLC26A4, que é 
considerado o segundo gene mais envolvido nos casos de perda auditiva não-sindrômica. 
Mutações no gene SLC26A4 podem estar associadas tanto nos casos de surdez não-
sindrômica, geralmente acompanhada de aqueduto vestibular alargado, quanto na Síndrome 
de Pendred (surdez sindrômica). A alteração p.V609G tem sido classificada como 
polimorfismo neutro (rs17154335), pois foi identificada em grupos casos e controles com 
frequências semelhantes (64). Porém, Dossena e colaboradores (65), utilizando cultura de 
células e métodos fluorimétricos, demonstraram que essa mutação não elimina a função da 
Pendrina, contudo, leva a uma diminuição da função, indicando um potencial patogênico 
principalmente se associada a outro fator genético ou ambiental. A presença concomitante da 
p.V609G com a variante c.35delG pode se tratar de achado ao acaso, e provavelmente não 
explica a causa da perda auditiva.  
A segunda alteração p.C282Y, também encontrada no gene SLC26A4, foi 
detectada em um indivíduo (503 OTO) heterozigoto para a mutação c.35delG. Os ensaios 
funcionais e de co-localização realizados anteriormente pelo nosso grupo, revelaram que a 
pendrina C282Y exerce parcialmente sua função na membrana plasmática, pois sua atividade 
é reduzida em relação a pendrina WT (66). A associação de mutações no gene SLC26A4 e 
alterações em outros genes, como FOXI1 e KCNJ10, têm sido descritas como causa de perda 
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auditiva não-sindrômica (32). Contudo, até o momento não há estudos que demonstrem que a 
associação de mutações nos genes GJB2 e SLC26A4 possam contribuir para a expressão do 
fenótipo. Poderia-se supor um possível efeito aditivo que levaria a perda auditiva nesse 
paciente, porém o grau da perda nos indivíduos que apresentam mutações no gene GJB2 ou 
SLC26A4 é muito variado, de surdez moderada à profunda (67, 68). Desta forma, não é 
possível estabelecer uma relação de efeito aditivo, isto é, a surdez nesses casos pode não ser 
mais grave do que aquela causada pelas mutações presentes apenas no gene SLC26A4 ou 
somente no gene GJB2. O mecanismo subjacente a estas observações ainda é desconhecido. É 
possível que os genes GJB2 e o SLC26A4 funcionem de forma independente, apresentando 
pouca interação entre eles. Alternativamente, o momento de seus efeitos pode ser diferente, de 
tal modo que o gene GJB2 seja mais proeminente no desenvolvimento precoce, ao passo que 
o efeito do gene SLC26A4 ocorra tardiamente (69). Desta forma, não se pode afirmar que a 
perda auditiva no paciente 503 OTO se deva à herança digênica e tampouco contradizer esta 
especulação. 
Dois indivíduos neste estudo apresentaram o genótipo c.35delG/p.V609G e outro, 
o genótipo c.35delG/p.C282Y, no entanto, permaneceram sem etiologia da perda auditiva, 
pois todas as alterações, p.C282Y e c.V609G, localizadas no gene SLC26A4, foram 
observadas em heterozigose. Devido à grande frequência da mutação c.35delG na população, 
cerca de 2 a 4% em caucasóides, é possível que sua presença nestes casos pode não estar 
relacionada com a surdez, se tratando portanto, de um achado ao acaso. 
Adicionalmente as mutações que ocorrem na região codificante do gene GJB2, 
algumas alterações na região promotora têm sido identificadas na literatura. A região 
promotora do gene GJB2 possui 128 pb e incorpora o TATA box (TTAAAA consenso) na 
posição -19 a -24 e dois CG Boxes (CCGCCC consenso) nas posições -76 a -81 e -88 a -93, 
região próxima ao sítio inicial da transcrição (70). A mutação -3438CT, localizada 
upstream do códon de iniciação metionina, no CG box distal (-88 a -93), ou seja, na região 
promotora do gene GJB2, foi recentemente relacionada com a surdez sensorioneural não 
sindrômica autossômica recessiva (SNSAR) (70).  
Em paralelo ao rastreamento de mutações nos 20 genes nucleares e mitocondriais, 
foi realizado a genotipagem (screening), do SNP rs117685390 (T/C), localizado na região 
promotora do gene GJB2, por espectrometria de massa, utilizando o kit iPLEX® Gold Assay 
do MassARRAY® System.  
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Foram genotipados ao total 180 indivíduos, divididos em três grupos: 94 
indivíduos ouvintes (controle), 46 indivíduos heterozigotos para mutações no gene GJB2 e 40 
indivíduos homozigotos para a mutação c.35delG.  
Desta forma, foi observado uma maior frequência do alelo C nos indivíduos 
homozigotos para a mutação c.35delG, uma frequência aproximada dos alelos T e C nos 
indivíduos heterozigotos para mutações no gene GJB2 e uma maior frequência do alelo T nos 
indivíduos controle. Dentro do grupo dos indivíduos heterozigotos para mutações no gene 
GJB2, foi observado uma maior frequência do alelo C em pacientes heterozigotos para a 
mutação 35delG (n=36), ao contrário do observado nos pacientes heterozigotos para outras 
mutações no gene GJB2 (n=9), onde foi observado uma maior frequência do alelo T. 
Portanto, foi observado um padrão de herança em homozigose do alelo C, presente no SNP 
rs117685390, associado ao desenvolvimento da SNSAR em pacientes heterozigotos para a 
mutação 35delG no gene GJB2. 
Pode-se sugerir que o alelo C do SNP rs117685390, presente na região promotora 
do gene GJB2, está segregando junto com a mutação 35delG nos pacientes brasileiros 
heterozigotos para a mutação 35delG. Estes dados sugerem que o alelo C do SNP 
rs117685390 potencialmente pode representar uma alteração, influenciando os tecidos e o 
desenvolvimento da expressão de estágios de controle específicos do gene GJB2 (31).  
A transição do alelo C no SNP rs117685390 afeta diretamente os motivos de 
ligação nos fatores de transcrição potencialmente relacionados com surdez sensorioneural não 
sindrômica, localizados na região promotora do gene GJB2, criando sítios de ligações 
previstas para AREB6, o complexo LMO2 do fator de transcrição e heterodímeros bHLH dos 
fatores de transcrição HAND2 e E12 e deletando os sítios para as regiões HMX3/nkx5.1, 
RREB1e RFX1. O Atp1a1, fator de ligação do elemento regulatório AREB6,  é conhecido por 
regular genes que codificam a subunidade α da bomba Na+/K+ATPase (71) e o colágeno tipo 
IV alfa 3 (COL4A3) (72), por exemplo, mutações essas que levam à síndrome de Alport, que é 
acompanhada da perda de audição neurossensorial (73). 
A expressão de HMX3, por exemplo, que é essencial para o desenvolvimento do 
ouvido interno, é expressa na cóclea apenas na estria vascular e está ligada aos fatores de 
transição relacionados à perda auditiva (74, 75). O RFX1 é, também, expresso nas células de 
apoio do ouvido interno e é enriquecido nas células capilares e nos neurônios cerebrais (68, 
76). 
O alelo C do SNP rs117685390 pode, portanto, influenciar potencialmente a 
ativação transcricional do gene GJB2 no desenvolvimento do ouvido interno. Pelo fato da 
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perda de audição ocasionada por mutações no gene GJB2 ocorrerem nos estágios iniciais do 
desenvolvimento, a confirmação da expressão do acessório celular se sobrepõe ao GJB2, e 
esses fatores requerem estudos imuno-histoquímicos do tecido embrionário do ouvido interno 
humano, o qual não se encontra disponível (77). 
Estes resultados também sugerem que a identificação do alelo C do SNP 
rs117685390, pode representar um cofator chave ou biomarcador para o desenvolvimento de 
surdez sensorioneural não sindrômica, não apenas em populações já estudadas, como também 
na população brasileira. Desta forma, o SNP rs117685390 (T/C) poderia ser incluído no 
âmbito do aconselhamento genético e na triagem das principais alterações genéticas presentes 
no gene GJB2, na população brasileira, uma vez que tem sido considerado como fator que 
predispõe um risco para o desenvolvimento de surdez sensorioneural não sindrômica quando 
associado a pacientes heterozigotos para a mutação 35delG no gene GJB2. 
Pode-se concluir que, o rastreamento das mutações nucleares e mitocondriais já 
descritas na literatura, utilizando o kit iPLEX® Gold Assay do MassARRAY® 
System/Sequenom não contribuiu para a identificação da etiologia da perda auditiva dos 55 
indivíduos estudados. 
A tecnologia da plataforma Sequenom MassARRAY® iPLEX possui um 
potencial para identificação com alto desempenho (high-throughput) das variações genéticas 
observadas na região promotora do gene GJB2, assim como para o rastreamento das mutações 
já descritas na literatura. Porém, a técnica nos revelou um baixo número de mutações 
identificadas nos pacientes analisados. O elevado número de casos com etiologia 
desconhecida neste estudo pode ser explicado pela heterogeneidade genética da perda auditiva 
não-sindrômica e também pela seleção das mutações realizadas para esta pesquisa, pois 
muitas dessas foram selecionadas com base em estudos de populações de outros países, 
alguns inclusive com altas taxas de consanguinidade, podendo não representar a população 
brasileira, altamente heterogênea e complexa, e/ou podem indicar a necessidade da utilização 
de outras técnicas que permitam o rastreamento de novas alterações ainda não descritas, como 
por exemplo os microarranjos de CNVs e SNPs do CytoScan HDTM e next generation 
sequencing (NGS), todas consideradas como tecnologias highthrouput. 
Na tentativa de investigar as possíveis causas que poderiam esclarecer o fenótipo 
observado nos participantes deste estudo, a análise cromossômica por microarranjos foi 
realizada.  
Desta forma, 13 pacientes (8 pacientes heterozigotos 35delG, 2 pacientes 
heterozigotos del(GJB6-D13S1854), 1 paciente homozigoto del(GJB6-D13S1830), 1 paciente 
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heterozigoto M34T e 1 paciente heterozigoto T186A), foram investigados quanto a presença 
de novas alterações no locus DFNB1, por meio da técnica de CytoScan® HD Array-
Affymetrix, com a qual também foi possível a investigação de CNVs ou cnLOH nas amostras 
em estudo 
Ao analisar o perfil dos eventos encontrados dos 13 pacientes hibridizados, foi 
observado um total de 83 alterações genômicas, sendo 55 perdas e 28 ganhos. Os 
cromossomos 8, 14, 11 e 7 apresentaram maior número de perda cromossômica e os 
cromossomos  17, 3 e 5 apresentaram o maior número de ganho cromossômico em 
comparação com os outros cromossomos autossômicos. Analisando por paciente os eventos 
de perda e ganho encontrados, o paciente 187 PM (heterozigoto M34T) apresentou uma 
apenas uma perda de segmento cromossômico. Os outros 12 pacientes apresentaram eventos 
de perda e ganho de segmento cromossômico em número variado.  
As CNVs são geradas por diversos mecanismos de mutação, incluindo 
recombinação meiótica dirigida por homologia e não-homologia, reparação de quebras de 
dupla cadeia de DNA e erros na replicação (78). Sabe-se que as CNVs são extremamente 
comuns na população (79), por esse motivo o número de CNVs presentes em cada indivíduo 
não é proporcional a patologia que ele apresenta.  
O que determina se uma CNV é patogênica ou não é a região que ela abrange, os 
genes presentes nessa região, além de seu tamanho e se é uma microduplicação ou 
microdeleção. Porém, a quantidade de CNVs raras por paciente tem sido relacionadas com 
fenótipo mais grave (80).  
No presente estudo foram encontradas um maior número de microdeleções se 
compararmos a microduplicações, o que não era esperado, uma vez que acredita-se que 
microduplicações são mais comuns no genoma humano do que microdeleções (81). Em geral, 
mas não uniformemente, as deleções são mais prováveis de serem causadoras de um fenótipo 
do que as duplicações. Segundo Battaglia et al. (82) duplicações geralmente causam um 
fenótipo mais leve, o que possibilitaria que houvesse uma seleção favorável, dessas 
microduplicações, por isso ocorrem em maior número. 
Os genes geralmente possuem mecanismos regulatórios que permitem a 
adequação da expressão de seu produto de acordo com necessidade. Existem, porém, genes 
que são sensíveis a dosagem, onde estes mecanismos regulatórios não conseguem compensar 
o efeito de dose exercido por uma deleção ou duplicação (83). 
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Uma CNV pode ser responsável pelo desenvolvimento de uma doença se esta 
inativa ou ativa exacerbadamente um ou mais genes sensíveis à dosagem, o que justifica o 
aparecimento de patologias ligadas a duplicações (84). 
A capacidade do CGH array de identificar pequenas deleções permite o 
diagnóstico de doenças causadas por poucos genes, bem como a identificação de genes com 
haploinsuficiência, o que aumenta a capacidade de diagnóstico deste teste (85). Se ocorrer 
uma perda de um gene haploinsuficiente o alelo que resta não é capaz de suprir a falta da 
cópia deletada, o que acarreta no aparecimento do fenótipo. 
Diversos estudos realizados com CGH array, a exemplo das plataformas 105k ou 
180k da Agilent Technologies (Santa Clara, CA), necessitam utilizar outras técnicas, a 
exemplo do MLPA, PCR e FISH, para a confirmação das CNVs. No presente trabalho esta 
confirmação não é necessária, pois a plataforma CytoScan® HD da Affymetrix, possui mais de 
2,6 milhões de marcadores de número de cópias, alta densidade de sondas e SNPs, utilizados 
para conferir a precisão dos achados (60). Entretanto, a detecção das alterações relevantes 
foram validadas por sequenciamento automático. 
Ao analisar o karyoview em busca de identificar alterações genômicas recorrentes 
nos 13 pacientes estudados, foi possível observar 8 cromossomos com alterações recorrentes: 
5, 7, 8, 11, 13, 16, 17 e 19. As alterações genômicas não recorrentes ou pontuais também 
foram analisadas, e não foi encontrada deleção ou ganho que pudesse ser relacionada à perda 
auditiva nos 13 pacientes. 
Desta forma, as 17 alterações genômicas recorrentes entre os 13 pacientes, 
localizados nos 8 cromossomos, foram agrupadas e correlacionadas com auxílio da 
ferramenta Interactivent. Após a correlação, quatro pacientes, 628 OTO, 811 OTO, 232 OTO 
e 219 PM, compartilharam entre si, três genes, CRYL1, MIR4499 e ZNF826P, porém, não foi 
possível encontrar correlação entre esses genes e a perda auditiva nos pacientes, mesmo 
considerando que os genes CRYL1 e MIR4499, estão localizados na região dowstream ao gene 
GJB6 e corresponde a região da deleção (del(GJB6-D13S1830)) descrita na literatura (20,21).  
O paciente 219 PM, possui grau de perda audititva leve, apresentou uma alteração 
genômica (perda) envolvendo o gene ZNF826P, localizada no cromossomo 19p12. O pai e 
irmã do paciente, ouvintes, apresentaram uma mutação em heterozigose T186A, que baseado 
em sites de predição classificaram esta mutação como possivelmente deletéria. Porém, como a 
paciente não apresenta a mutação 35delG e nenhuma outra alteração envolvendo os genes 
GJB2 e GJB6, aparentemente esta mutação nova aconteceu ao acaso.  
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Todos os outros genes recorrentes, OR4C6, OR4P4, OR4S2, OR52N1, OR52N5, 
ADAM3A, ADAM5, LOC100130700, LOC146481, LOC283914, KANSL1, KANSL1-AS1, 
GOLPH3 e PDZD2, não apresentaram correlação com o fenótipo dos pacientes, pois tratam-
se de alterações recorrentes na população. Desta forma, também não foi encontrada alteração 
que pudesse ser relacionada à perda auditiva nos pacientes 232 OTO, 257 OTO, 508 OTO, 
797 OTO, 832 OTO, 207 PM. 
Além de perdas e ganhos genômicos, também foram identificadas as alterações 
denominadas cnLOH por meio da técnica de CytoScan® HD Array-Affymetrix. Ao total, três 
pacientes, 396 OTO, 508 OTO e 832 OTO, apresentaram regiões em homozigose sem 
variação no número de cópias (cnLOH), distribuídas no cromossomo 13q12.11. 
O paciente 396 OTO apresentou duas cnLOH, sendo a primeira upstream da 
região da del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854) e a segunda na região das deleções, 
del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854). A primeira cnLOH, possui o tamanho 409,650 
kbp e três genes envolvidos: PSPCI, ZMYMS, ZMYM2. A segunda cnLOH, possui o tamanho 
de 154,928 kbp com gene GJB6 envolvido. 
O paciente 508 OTO apresentou uma cnLOH downstream da região da del(GJB6-
D13S1830) e del(GJB6-D13S1854). Esta perda de heterozigose possui tamanho de 356,516 
kbp e cinco genes envolvidos: CRYL1, IFT88, IL17D, N6AMT2 e XPO4. 
Finalmente, o paciente 832 OTO apresentou uma cnLOH na região das deleções, 
del(GJB6-D13S1830) e del(GJB6-D13S1854), com o tamanho de 148,773 kbp e o gene GJB6 
está envolvido nessa região.  
Estudos moleculares revelaram que as cnLOHs podem ocorrer em quase todos os 
cromossomos, porém, a sua localização não é aleatória, uma vez que tendem a se associar 
com determinadas mutações. Um exemplo descrito em literatura é o das leucemias mielóides 
agudas, onde foi detectado que todas as cnLOHs do cromossomo 13q englobam mutações no 
gene FLT3, assim como as cnLOHs do cromossomo 11p apresentam mutações no gene WT1 
(86, 87, 88). 
No câncer, as cnLOHs podem inativar genes supressores tumorais ou ativar 
oncogenes, além de propiciar a perda de imprinting de determinados genes, como ocorre nas 
síndromes de Prader-Willi e Angelman (88). 
Para o nosso conhecimento, não há relatos em literatura que avaliaram cnLOHs 
em pacientes com perda auditiva. Até o momento não está claro a correlação biológica da 
presença de cnLOH dentro da região das deleções com o fenótipo dos pacientes em estudo, 
porém baseado nos dados da literatura evidenciando que uma região de cnLOH tende a se 
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associar com determinadas mutações, a mesma pode contribuir para um possível  
agravamento do fenótipo do paciente, uma vez que os dois pacientes que apresentaram as 
cnLOH possuem um grau de perda auditiva severa a profunda, o que não seria esperado já que 
são heterozigotos para a mutação 35delG no gene GJB2.  
Diversos estudos devem ser realizados para correlacionar o papel funcional da 
presença de cnLOH em pacientes com perda de audição e heterozigotos 35delG. Estas 
correlações podem revelar novas alterações gênicas presentes na população brasileira, 
altamente miscigenada, em pacientes com história familiar para perda auditiva e heterozigotos 
para 35delG que podem estar segregando com perda auditiva não-sindrômica. 
Finalmente, todos os 63 genes detectados nas alterações genômicas recorrentes e 
não recorrentes dos pacientes foram submetidos à análise de enriquecimento funcional, 
usando o banco de dados do programa WebGestalt. Além disso, foram selecionadas somente 
categorias funcionais dos bancos internos Gene Ontology (GO) e Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes (KEEG). 
Pelas análises do Gene Ontology (GO), três genes associados com processos de 
adesão estavam enriquecidos significativamente: PARD3, CDH13 e CDH17, nos pacientes 17 
UNI e 396 OTO. Os genes foram analisados, e não foi encontrada associação com a perda 
auditiva dos pacientes estudados. 
Uma via interessante pelas análises do KEGG, enriquecida com genes, mas não 
detectada pelas análises de GO, foi a via de interações Tight junction ou das junções 
ocludentes. Dois genes enriquecidos nesta via, PARD3 e INADL, estavam presentes em dois 
pacientes com perda auditiva heterozigotos 35delG: 17 UNI e 396 OTO. 
O paciente 17 UNI, heterozigoto 35delG, apresentou um ganho no gene PARD3. 
O gene PARD3 codifica uma proteína da família PARD. Os membros da família PARD 
interagem com outros membros da mesma família ou outras proteínas, auxiliando o 
estabelecimento e manutenção da polaridade celular epitelial. Até o momento não existem 
relatos na literatura associando ganhos no gene PARD3 como causa de perda auditiva. 
Regiões de interação entre células ou entre células e substrato são especializações 
da membrana plasmática formadas por complexos de proteínas que estão associadas à 
membrana plasmática, à moléculas do citoesqueleto e da matriz extracelular. Estes complexos 
incluem as junções ocludentes (tight junction), as junções de ancoramento (junções aderentes, 
desmossomas e hemidesmossomas) e as junções tipo fenda (89).  
As junções ocludentes (tight junction) são compostas por pelo menos três tipos de 
proteínas transmembrana, ocludina, claudina e moléculas de adesão juncional, além da 
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“placa” citoplasmática, composta de muitas proteínas diferentes que formam grandes 
complexos (Figura 25). As proteínas transmembranares medeiam a adesão celular e 
constituem as barreiras de difusão intramembranar (espaço entre a membrana externa e da 
membrana interna de uma célula) e paracelular (espaço entre duas células). A “placa” 
citoplasmática é constituída por três principais complexos multiproteicos: o complexo 
proteína ZO, o complexo CRB3-Pals1-PATJ e o complexo PAR-3-aPKC-PAR-6. O 
complexo de proteínas ZO organiza as proteínas transmembranares pela associação a outras 
proteínas citoplasmáticas e microfilamentos de actina. Por sua vez, os complexos CRB3 e 
PAR, proteínas evolutivamente conservadas, estão envolvidos no estabelecimento e 
manutenção de polaridade celular epitelial. Além dos três complexos multiproteicos que 
fazem parte da placa citoplasmática e que estão associadas constitutivamente as  junções 
ocludentes, outras proteínas com funções diferentes já foram identificadas, como por 
exemplo, as proteínas de andaime, MUPP1 e MAGI-1, proteínas adaptadoras, reguladores de 
transcrição e fatores de processamento de RNA, proteínas reguladoras, GTPases e proteínas 
G, cinases e fosfatases e proteínas de choque térmico. Todas essas proteínas estão envolvidas 
em processos de união da junção, regulação de barreira, transcrição de genes, e outros 
caminhos ainda não compreendidos (90). 
As conexinas são proteínas estruturais constituintes dos canais de junções do tipo 
fenda, desempenhando importante função na regulação da homeostasia tecidual por meio da 
manutenção do pH e de concentrações iônicas. Elas promovem um rápido transporte de 
pequenas moléculas entre as células (K+, Cl-), mensageiros secundários (IP3, AMPc e Ca2+), 
nucleotídeos (ADP, ATP e CTP), compostos do metabolismo intermediário (aminoácidos) e 
RNAs curtos. Estes canais localizam-se em lugares específicos da membrana plasmática de 
duas células adjacentes, resultando em estruturas organizadas, denominadas placas juncionais 
(91, 92).  
As conexinas interagem nas placas juncionais com diversos componentes 
celulares (elementos do citoesqueleto, enzimas cinases e fosfatases), moléculas de adesão e 
moléculas sinalizadoras (89).  
Sabemos que o gene CLDN14, localizado no cromossomo 21 (21q22), codifica a 
proteína claudina (239 aminoácidos), um dos componentes das junções intercelulares de 
oclusão ou zônulas de oclusão (tight junctions) (63). As junções de oclusão limitam a difusão 
passiva de íons e pequenas moléculas através do espaço intercelular, além de manter a 
polaridade celular juntamente com o citoesqueleto e com as junções de adesão (proteína 
caderina-23). Na cóclea, o gene é expresso nas células ciliadas e nas células de sustentação. 
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Mutações nesse gene são responsáveis por perda auditiva autossômica recessiva (DFNB29) 
(63). 
O gene INADL, codifica uma proteína com múltiplos domínios PDZ. Os domínios 
PDZ medeiam as interações proteína-proteína e proteínas com múltiplos domínios PDZ e 
organizam-se frequentemente como complexos multiméricos na membrana plasmática. A 
proteína está localizada a partir das junções ocludentes até a membrana apical das células 
epiteliais (93).  
O paciente 396 OTO, possui o gene INADL deletado. Uma vez que, o gene 
INADL encontra-se deletado, todo o processo de interação proteína-proteína supostamente 
deve ficar comprometido, pois não ocorre a formação da proteína INADL, comprometendo a 
cascata de sinalização intracelular. A presença desta deleção associada a mutação 35delG em 
heterozigose localizada no gene GJB2, poderia justificar a perda auditiva deste paciente. A 
detecção do gene INADL no paciente foi validada por sequenciamento automático. 
A identificação de novas proteínas que interagem com a Cx26 pode ampliar o 
conhecimento funcional das conexinas, indicar novos genes candidatos à surdez sindrômica e 
não sindrômica, podendo também explicar os casos de surdez decorrentes de mutações 
isoladas no gene GJB2. A herança digênica poderia ser a causa, ou seja, a interação gênica 
entre o locus da Cx26 e outros codificadores de proteínas distintas, porém com associação 
física e funcional. Se as alterações forem determinadas por genes alterados que codificam 
estas proteínas, novos genes e novas mutações potencialmente causadoras da surdez poderão 
ser identificadas. 
Procurou-se identificar através das análises de enriquecimento funcional possíveis 
genes ou proteínas que poderiam estar interagindo com a conexina 26, compreendendo 
melhor as vias que atuam nestas células. Após a análise das vias, foi encontrada a deleção, 
localizada no gene INADL, que associada a mutação 35delG em heterozigose, localizada no 
gene GJB2, poderia, de fato, estar relacionada à perda auditiva nos paciente 396 OTO. 
Até o momento, não existem relatos na literatura associando deleções no gene 
INADL como causa de perda auditiva. Nesse trabalho, observa-se pela primeira vez uma 
possível associação entre os genes INADL e GJB2 como causa da perda auditiva em 
indivíduos brasileiros não aparentados com surdez sensorioneural não sindrômica 
autossômica recessiva (SNSAR). 
A técnica do CytoScan® HD Array-Affymetrix empregado neste trabalho, 
possibilitou a análise de 83 alterações genômicas em 13 indivíduos brasileiros não 
aparentados com surdez sensorioneural não sindrômica autossômica recessiva (SNSAR), que 
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apresentaram mutações nos genes GJB2 ou GJB6 em heterozigose, mas que, até o momento, 
continuavam com diagnóstico molecular indefinido. Ao final, foi encontrado uma alteração 
patogênica que pudesse inferir o diagnóstico do paciente com perda auditiva. Nenhuma 
alteração no genoma dos outros 12 pacientes foi observada como causa da perda auditiva 
(Tabela 13).  
Sendo assim, não foi possível sugerir uma causa genética detectável pela 
tecnologia do CMA de alta resolução para estes casos. Entretanto, é importante dizer que os 
testes de microarrays não interrogam todas as partes do genoma, e um resultado normal não 
implica que o respectivo indivíduo não tenha uma alteração genética. A possibilidade de testar 
estes indivíduos com tecnologias genômicas mais sensíveis ou específicas, como o next-
generation exome sequencing, deve ser levada em consideração, já que essa abordagem 
poderá detectar mutações pontuais em genes que possam estar ocasionando o fenótipo 
alterado (94, 95, 96). Uma mutação pontual pode levar a uma desregulação epigenética que 
influencia a transcrição e/ou o silenciamento de outros genes, levando a fenótipos alterados 
(97, 98). 
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Tabela 13: Principais alterações encontradas com possível correlação com perda auditiva. 
Paciente Grau de 
perda 
auditiva 
Genótipo 
GJB2 
Genótipo 
GJB6 
Seque-
nom 
GJB2    
(região 
promotor
a) 
CytoScan Análise de enriquecimento funcional Diagnóstico 
Molecular 
      CNV cnLOH Análise GO 
 (associação a 
doenças) 
Vias KEGG 
 (Tight junction) 
 
232 OTO Leve (D) 
Moderada 
(E) 
c.35delG/N ND   ND   - Perda: 
ZNF82P 
   Indefinido 
257 OTO Leve c.35delG/N ND   ND   T/C     Indefinido 
396 OTO Profunda c.35delG/N ND   ND   T/C Perda: 
INADL 
upstream ao 
gene GJB6: 
PSPC1, 
ZMYMS, 
ZMYM2  
 
Região das 
deleções: 
GJB6 
Perda: CDH13 
Ganho: CDH17 
Perda: INADL Concluído 
508 OTO Profunda c.35delG/N ND   ND   T/C  downstream 
ao gene 
GJB6: 
CRYL1 
IFT88 
IL17D 
N6AMT2 
XPO4 
 
  Indefinido 
628 OTO Profunda Normal Del(GJB6-
D13S1854) 
ND   - Perda: 
CRYL1 
Perda: 
MIR4499 
   Indefinido 
797 OTO Moderada c.35delG/N ND ND   T/C     Indefinido 
811 OTO Moderada Normal  Del(GJB6-
D13S1854) 
ND   - Perda: 
CRYL1 
Perda: 
MIR4499 
   Indefinido 
832 OTO - c.35delG/N ND   ND   C/C  Região das 
deleções: 
GJB6 
  Indefinido 
187 PM Profunda M34T/N ND   ND   T/T     Indefinido 
207 PM - c.35delG/N ND   ND   T/C     Indefinido 
219 PM Leve T186A ND   - T/C Perda: 
ZNF82P 
   Indefinido 
17 ]UNI Profunda c.35delG/N ND   V609G 
SLC26
A4 
T/C Ganho: 
PARD3 
 Ganho: PARD3 Ganho: PARD3 Indefinido 
- Não temos informações. 
- NA – Mutação não detectada. 
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6 CONCLUSÕES 
 
 Dois indivíduos apresentaram o genótipo c.35delG/p.V609G, utilizando o sistema de 
genotipagem iPLEX MassARRAY® (Sequenom, Inc.); 
 Um indivíduo apresentou o genótipo c.35delG/p.C282Y, utilizando o sistema de 
genotipagem iPLEX MassARRAY® (Sequenom, Inc.);; 
 Os três indivíduos permaneceram sem etiologia da perda auditiva, pois todas as 
alterações, p.C282Y e c.V609G, localizadas no gene SLC26A4, foram observadas em 
heterozigose; 
 O alelo C do SNP rs117685390, presente na região promotora do gene GJB2, está 
segregando junto com a mutação 35delG, nos pacientes brasileiros heterozigotos para 
a mutação; 
 A análise de 8 cromossomos com alterações genômicas recorrentes encontradas nos 13 
indivíduos com perda auditiva, utilizando a técnica CytoScan® HD Array, permitiu a 
identificação de 83 CNVs, sendo 55 perdas e 28 ganhos;  
 A análise também permitiu a identificação de quatro regiões em homozigose sem 
variação no número de cópias (cnLOH), em três pacientes, localizadas no cromossomo 
13q12.11; 
 Por meio da análise de enriquecimento funcional, realizado a partir dos 63 genes 
detectados pela técnica de CytoScan HD array, uma nova deleção envolvendo o gene 
INADL foi identificada em um paciente heterozigoto para a mutação 35delG 
localizada no gene GJB2. Este gene está envolvido com a via de interações Tight 
junction e pode ser sugestivo como causa da perda auditiva no paciente encontrado; 
 Além de permitir identificação de uma nova deleção que pode estar correlacionada 
com a perda auditiva, essa abordagem nos possibilitou reportar o envolvimento de 
genes nunca antes investigados na população brasileira; 
 Este trabalho contribuiu para introduzir informações a respeito da epidemiologia 
genética da perda auditiva no Brasil e também para adicionar novos dados referentes à 
diversidade de mutações que ocorrem nos genes relacionados à surdez; 
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APÊNDICE 1 – Protocolo de extração de DNA QIAamp® DNA  Mini Kit (Qiagen, USA) 
 
 
PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO DE DNA – IllustraTM GE Healthcare 
 
ARMAZENAMENTO:   
 
Todos os componentes do kit devem ser armazenados à temperatura ambiente (20-
25 °C). Uma vez reconstituída, armazenar a Proteinase K à 4 °C.  A proteinase K 
reconstituída em água livre DNase é estável por 4 meses quando armazenada à 4 °C.   
 
INTRODUÇÃO:   
 
A IllustraTM blood genomicPrep Mini Spin Kit é projetada para rápida extração e 
purificação de DNA genômico de sangue total, tampão leucocitário, medula óssea e células 
vermelhas do sangue nucleadas. O protocolo é rápido e tem sido designado para minimizar 
rupturas, resultando em alta qualidade do DNA genômico. O kit pode processar de 50–1000 
µL de sangue total. O DNA genômico purificado produzido é de 4–6 µg em 200 µL de sangue 
total com uma razão de pureza (A260/A280) maior do que 1.7. O procedimento pode ser feito 
em menos de 20 minutos para produzir DNA genômico com uma pureza e qualidade que é 
compatível com a maioria das técnicas de biologia molecular. O kit contém reagentes e 
colunas suficientes para 50 purificações.   
 
PRINCÍPIO BÁSICO:   
 
O uso do Illustra blood genomicPrep Mini Spin kit envolve os seguintes passos:   
 
- Lise das células sanguíneas:   
 
As células sanguíneas são lisadas por um agente caotrópico presente no tampão de 
lise tipo 10, na presença da proteinase K.   
 
- Ligação do DNA genômico:   
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O sal caotrópico presente no tampão de lise tipo 10 promove a ligação seletiva do 
DNA genômico à membrana de sílica. As proteínas desnaturada são coletadas em um fluxo 
contínuo.  
 
- Lavagem:   
 
O tampão de lise tipo 10, contendo o sal caotrópico, remove proteínas e outros 
contaminantes do DNA genômico ligado à membrana.   
 
- Lavagem e secagem:   
 
O tampão de lavagem tipo 6 contendo etanol remove o sal residual e outros  
contaminantes.   
 
- Eluição:   
DNA genômico é eluído em um tampão de baixa força iônica.   
 
PREPARO DAS SOLUÇÕES DE TRABALHO:   
 
- PROTEINASE K (armazenar à 2-8°C):   
 
Dissolver a Proteinase K liofilizada em água livre de DNase. Adicionar 1,5 mL de 
água livre de DNase ao frasco da Proteinase K no kit 28-9042-64 ou 3 mL a cada frasco de 
Proteinase K no kit 28-9042-65. Em amostra de uso, adicionar 500 µL água livre de DNase no 
frasco da Proteinase K. Concentração final é de 20 mg/mL. Vortex para dissolver. Armazenar 
a solução redissolvida à 4 °C.   
 
- Tampão de Lavagem tipo 6 (armazenar à temperatura ambiente, 20-25°C):   
 
Antes do uso, adicionar etanol absoluto ao frasco contendo Tampão de Lavagem 
tipo 6. Adicionar 24 mL de etanol absoluto ao Tampão de Lavagem tipo 6 no kit 28-9042-64 
ou 120 mL de Tampão de Lavagem tipo 6 no kit 28-9042-65. Misturar por inversão. Indicar 
no rótulo que este passo tenha sido realizado. 
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Para 10 purificações de amostras, adicionar 6 mL de etanol absoluto ao Tampão 
de lavagem tipo 6 antes do uso.   
 
- Tampão Eluição tipo 5 (armazenar à temperatura ambiente, 20-25°C):  
 
Aquecer à 70 °C o Tampão de Eluição tipo 5 antes de iniciar o passo de eluição.   
 
QUANTIDADE DE MATERIAL DE PARTIDA:   
 
Sangue – 300 µL   
 
As amostras de sangue podem ser armazenadas à 4°C ou congeladas, mas se estiverem 
congeladas, devem ser descongeladas completamente à temperatura ambiente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
116 
 
 
APÊNDICE 2 – Protocolo de extração de DNA IllustraTM GE Healthcare: 
 
PROCEDIMENTO:   
 
1. Pipetar 20 µL de PROTEINASE K no fundo de um tubo de microcentrífuga 
(eppendorf) de 1,5 mL;   
 
2. Adicionar até 300 µL de sangue total ao eppendorf (ideal 200 µL);   
Este protocolo é adequado para 50 – 300 µL de sangue total, tampão leucocitário 
e células da medula óssea. A performance ótima é obtida com 200 µL de sangue total. 
Quando o volume for menos do que 200 µL, fazer o volume da amostra ficar até 200 µL com 
PBS.   
 
3. Adicionar 400 µL de Tampão de Lise tipo 10 ao tubo com amostra. Misturar bem no 
vórtex por 15 segundos;   
Para assegurar eficiente lise, é essencial que a amostra e o tampão AL sejam 
misturados completamente para produzir uma solução homogênea. 
 
4. Incubar à temperatura ambiente por 10 minutos com intermitentes misturas no 
vórtex para auxiliar a lise;   
No final deste estágio a cor da reação terá mudado de vermelho para marrom 
escuro.   
 
5. Pré-aquecer o Tampão de Eluição tipo 5 no banho-maria à 70 °C;  
 
6. Centrifugar brevemente o eppendorf de 1,5 mL para remover gotas de dentro da 
tampa;   
 
7. Aplicar, cuidadosamente, a amostra no centro da mini coluna com um tubo coletor 
fornecido, usando uma pipeta, sem molhar a borda. Feche a tampa da coluna e 
centrifugar por 1 minuto à 12.000 rpm. Descartar o tubo contendo o filtrado e colocar a 
mini coluna em um tubo coletor de 2 mL limpo (fornecido);  
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8. Cuidadosamente abra a mini coluna e adicione 500 µL de Tampão de Lise tipo 10 à 
coluna. Centrifugar por 1 minuto à 12.000 rpm. Descartar o tubo contendo o filtrado e 
colocar a mini coluna em um tubo coletor de 2 mL limpo (fornecido);   
Este passo assegura a completa lise das células e desnatura qualquer resíduo de 
proteína.   
 
9. Cuidadosamente abra a mini coluna e adicione 500 µL de Tampão de Lavagem tipo 6 
à coluna. Centrifugar por 3 minutos à 12.000 rpm. Descartar o tubo coletor contendo o 
filtrado. Colocar a mini coluna em outro tubo coletor (não fornecido) e centrifugar 
novamente por 1 minuto à 12.000 rpm;   
Se qualquer solução de lavagem venha a ter contato com a coluna, re-centrifigar 
por 1 minuto. A presença de etanol no DNA genômico eluído pode afetar muitas aplicações. 
O DNA genômico preso à matriz de sílica está altamente purificado e pronto para a eluição. 
 
10. Colocar a mini coluna em um eppendorf de 1,5 mL (não fornecido). Cuidadosamente 
abra a mini coluna e adicione 200 L de Tampão de Eluição tipo 5, pré-aquecido, 
diretamente no centro da coluna;   
Pré-aquecer o Tampão de Eluição tipo 5 à 70 °C ante do uso. O volume atual 
recuperado será de 80 – 100 % do volume do tampão aplicado na coluna. Mude de ponteira 
entre as amostras, para reduzir a variação de volume das amostras eluídas.  
 
11. Incubar a coluna por 1 minuto à temperatura ambiente;  
Não incubar muito mais do que 1 minuto, para obter um DNA genômico de boa  
qualidade.   
 
12. Centrifugar por 1 minuto à 12.000 rpm para recuperar o DNA genômico. 
Armazenar o DNA genômico purificado à – 20 °C; 
 
 
 
 
 
 
  
 
APÊNDICE 3 - Lista dos primers utilizados nos ensaios iPLEX® Gold Genotyping - MALDI-TOF /MS MassArray-System (Sequenom, Inc.) 
Well SNP-ID Primer Capture F Primer Capture R Primer Extensão 
W1 TECTA_c_5668C-T ACGTTGGATGACACTGGCAACATCATCACC ACGTTGGATGAGGAGATCTTGATATCCAGC AACATCATCACCAGGGAC 
W1 MYO15_c_6796G-A ACGTTGGATGTGTTTTCCCCTTGCTTCCAC ACGTTGGATGATTCCTTGCTCATAGAGACC CTTGCTTCCACAGGCTATG 
W1 SLC_1229C-T ACGTTGGATGTTGTTTTGTGGCCACCACTG ACGTTGGATGCTGTTGTTCCTACCTGTGTC tACCACTGCTCTTTCCCGCA 
W1 TMPR_207delC ACGTTGGATGACATCTGTACTTCCCTGAGC ACGTTGGATGCACTCTGAAAGAGCTGTTGG TTCCCTGAGCAGTCGAAGTG 
W1 MYO15_c_10573delA ACGTTGGATGATGAGAAGCGGCTCACATTG ACGTTGGATGTCTGGCAGAAGGTACTGGAG tctCGGCTCACATTGCCCCCC 
W1 OTOF_2905-
23_D19I11 
ACGTTGGATGACATGTACCAGGCCCGCAG ACGTTGGATGATTGATGAAGAAGACGCGGG tgctCGCAGCCTCTTTGCCGC 
W1 SLC_578C-T ACGTTGGATGTACCTGTATAATTCCAACC ACGTTGGATGGACACTGCAGCTAGAGATAC cttcTAATTCCAACCAGCAGA 
W1 MIR96_13G-A ACGTTGGATGCACTGCACATGATTGCTCAG ACGTTGGATGCACCAGTGCCATCTGCTTG ACAAGCAAAAATGTGCTAGTG 
W1 SLC_425C-T ACGTTGGATGAGACTTTTTTTCCCCAGGAC ACGTTGGATGTACGAGAAAGTGTTCGTCGG cttgTTTTCCCCAGGACCTTTTC 
W1 OTOF_c_2485C-T ACGTTGGATGAGGTGAAGCGGCACACGGT ACGTTGGATGAAGCGCAGCTTCTGCAGGA cactGGACAAGCTGAGGCTGTGC 
W1 TMC1_c_1334G-A ACGTTGGATGCCTTGTTGTTAATCTCATCC ACGTTGGATGCATCGCTTTGAAATGGCTAC TGCCTAAAAGAAGAGCAAAAATG 
W1 OTOF_c_4491T-A ACGTTGGATGAGACTTGCAAGGAGGGAAAG ACGTTGGATGGCAATGACCCCATCAATGTG ctACGGGAGTCTCACCCGGACCAC 
W1 OTOF_5800-5801insC ACGTTGGATGTTTACTGACAGCAGAGGAGG ACGTTGGATGCAGGGCACTCACTTGGGTT ctttCCCGCAATGAACCTGACCCCC 
W1 CDH23_P240L ACGTTGGATGGAGGAGAATGCTCGTAGATG ACGTTGGATGCTTGGCCATCATCATCACAG agGCTCGTAGATGTTGGTGCTGTAA 
W1 MTR_m_1494C-T ACGTTGGATGAGTTGAACAGGGCCCTGAAG ACGTTGGATGCCTCTATATAAATGCGTAGGG ttAAGCGCGTACACACCGCCCGTCAC 
W1 1622T-C_rs144457142 ACGTTGGATGGCCTAAAATCATTGGGTTGC ACGTTGGATGCCCTTCAAAACCATTTTGGG gggtTTGCAATTTATTTGCTTCAAAT 
W1 KCN_P194H ACGTTGGATGTTTCAGCCAGCATGCAGTTG ACGTTGGATGGAGGCTTTTGCGCATATTGG ccGTTGTGGCCTCCCACAATGGCAAGC 
W2 OTOF_c_3400C-T ACGTTGGATGAAAAGGGAAGGGCCACACAG ACGTTGGATGTGGACCGAGGTCCCATCAT CCCTCGCACCTCCACTC 
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W2 TMC1_c_1939T-C ACGTTGGATGAGGGTCTTCAAAGCTTCCAG ACGTTGGATGCGATCATGTACAAGACAGGC TGCTCATCCTCTTCCTG 
W2 SLC_1334T-G ACGTTGGATGTGATGATCGCCATTCTTGCC ACGTTGGATGCAATCGGTATGCAGAGAAGC GAAGCTTCTGGAACCCT 
W2 CDH23_R1746Q ACGTTGGATGCTCAGGTGCTTGTGAATGTG ACGTTGGATGGTGACTTCAAATGGTCCCTC ATGTGCCTACCTTCCCCC 
W2 OTOF_c_4227_1G-T ACGTTGGATGCACACACCCTAGAAGGGTC ACGTTGGATGCCGAGAAGAAGAAACCCAAG gCTGCTCCTAGGCTCTCA 
W2 SLC_279delT ACGTTGGATGGTCAAGGAATGGCTGCTTAG ACGTTGGATGGCCAACATCTTACCTTGCAG CGTCATTTCGGGAGTTAG 
W2 OTOF_c_3239G-C ACGTTGGATGCTCAGCTCGAGTACTACCAG ACGTTGGATGTCTTCCCTGCAGTCCCACCT GAGTACTACCAGATCTACC 
W2 KCNQ4_W276S ACGTTGGATGACTCCGACTTCTCCTCCTAC ACGTTGGATGAGAAGGGCAGCCCTACAAAG ttgCGCCGACTCGCTCTGGT 
W2 TMC1_c_1165C-T ACGTTGGATGGGATACCTCATCTTTTGGGC ACGTTGGATGTTTTTTCCCACCACCCAAGG TCATCTTTTGGGCTGTGAAG 
W2 CDH23_Asp2148ASN ACGTTGGATGGGGAGTCATTGATGTCATCG ACGTTGGATGAGTCCTACAGGCTAACGGTG gGAGAGGAACGGTGCCCCGGT 
W2 TRIOBP_R347X ACGTTGGATGATCTACACAGTGGAACACCC ACGTTGGATGTGGGTAGAAGAGGTTCTGGG gggCAGAGCTTCCTCTCCCTCA 
W2 OTOF_c_3413T-C ACGTTGGATGAGGTTCACCCGCTTTAGGTC ACGTTGGATGCTCTCTTCTCTGCACCCAC cttGTCCCGTAGGCCCCAGAAC 
W2 MIR96_c_14C-A ACGTTGGATGCACTGCACATGATTGCTCAG ACGTTGGATGCACCAGTGCCATCTGCTTG gaaaAAGCAAAAATGTGCTAGT 
W2 SLC_1226G-A ACGTTGGATGCTGTTGTTCCTACCTGTGTC ACGTTGGATGTTGTTTTGTGGCCACCACTG ccGTGCTCTCCTGGACGGCCGTG 
W2 SLC_1707_5G-A ACGTTGGATGTTCTATGGCAATGTCGATGG ACGTTGGATGGAAGTCTCAAAAGAGGTTAG taacTGTATCAAGTCCACAGTAA 
W2 TECTA_c_5509T-G ACGTTGGATGCTAAGTGCAAGCTCTTCCAG ACGTTGGATGAAAATCTTCCCCCTCGATGC gtggGAGGATCAATGACAGACAG 
W2 SLC_1826T-G ACGTTGGATGGGGATATCAAGTTCCTCCAG ACGTTGGATGTCTTCGTTTAGAATGGCATC GGCTCAAAAGCATTATTTGTTGAA 
W2 MYO15_c_3334delG ACGTTGGATGAAAGAGCTCAGCTTCTGCAC ACGTTGGATGCCCAGAGCCCCTGCCCAAG ccatGCATGACCACAGCAAAACGCC 
W2 SLC_412G-T ACGTTGGATGATCTTTGGAACATCAAGAC ACGTTGGATGGCACTTAATATAGCCAAAAC ccTTGGAACATCAAGACATATCTCA 
W2 TECTA_c_5597C-T ACGTTGGATGGTTGTTGGCGCTTTCGATCC ACGTTGGATGTCTGACTTCCCCTTGTTCTG GAGTGTGTTTTTATACATGATATGC 
W2 TMPR_c_413C-A ACGTTGGATGTACCTTGGGAAACCCAGTTG ACGTTGGATGTCGTGGAAGACCATGTGCTC ggaaAGTTGGGCACAGGCAACATTT 
W2 OTOF_c_5431A-T ACGTTGGATGATCTTGTACTCGGTCTCGTC ACGTTGGATGTGTTCCCCTTCGACTACCTG gtatTCCCAGGAGAACATGGACTCCT 
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W2 c_100C-T ACGTTGGATGTCTGGTCCGTTTCCTCTTTG ACGTTGGATGTAGGTGAAGAGGAAGAGGAG aacgaTTTGGTCTCAAGCTCTCTCTTC 
W3 OTOF_c_1601delC ACGTTGGATGATCCAGCAGCGTGTAGTTAC ACGTTGGATGCCCCTCATTTTTGTTCCCAC ACATGTTCACCCAGGCTGG 
W3 c_2905-2923D19I11-2 ACGTTGGATGATTGATGAAGAAGACGCGGG ACGTTGGATGTTCCAGCTCCGAGCGCACAT AGAGTCCGCTGCTGTCGGC 
W3 CDH23_Q1716P ACGTTGGATGTGAGGCGGTGGGATAAGATG ACGTTGGATGTGGACTACGAGATCAGCCAC cTGGGATAAGATGGGGCAC 
W3 SLC_2326C-T ACGTTGGATGTGTTTTCCCCTTGCTTCCAC ACGTTGGATGATTCCTTGCTCATAGAGACC CCCTTGCTTCCACAGGCTATG 
W3 SLC_c_445G-A ACGTTGGATGTACGAGAAAGTGTTCGTCGG ACGTTGGATGTTCCCCAGGACCTTTTCCAG CCATGCTCAGAACAACAGATC 
W3 TECTA_c_3107G-A ACGTTGGATGATGAGGGCTATGCTCTACTG ACGTTGGATGTCATTGGTGGCAAGTTGGTG AGTGTGTCACGCGGAGTGAGT 
W3 CDH23_p_D2202N ACGTTGGATGATGCCGACAATGTGGTACTC ACGTTGGATGTGAGCCAGGCACTGTCATTG tcCTCTAGCTTTGGGTTGAGGT 
W3 OTOFc_2122C-T ACGTTGGATGATGTTGGCATTGTAGAGGCG ACGTTGGATGACTACTTCCATCTGCCCTAC tttATGTAGATGCAGGGCTTTC 
W3 TMIE_ R84W ACGTTGGATGTACATCTTGGCTGCCTTTCG ACGTTGGATGTGCTGTGTCTTCAACTGTCG ctCTTCGATCTCCTTCCGGGTCC 
W3 MTR_m_1555A-G ACGTTGGATGCACTTTCCAGTACACTTACC ACGTTGGATGACCCTCCTCAAGTATACTTC TACACTTACCATGTTACGACTTG 
W3 MYO15_9957_9960del ACGTTGGATGACACTGCTGAAGAGTCCCTT ACGTTGGATGTGCAGCCAAGTGCCTGCACG ggagtAAGAGTCCCTTCAGGTAG 
W3 OTOF_1841G-A ACGTTGGATGGAGCTGTGCAGGTAAAATGG ACGTTGGATGGTTTCTCCGGTCGATCATTG AAATGGAAGAATTCTTTCTCTTTG 
W3 FOX_G258R ACGTTGGATGCAGGACATCTTGGATGGAGC ACGTTGGATGGGAAGCTGTTAAGGCAAGGG ccACATCTTGGATGGAGCCTCACCA 
W3 OTOF_c_5785A-C ACGTTGGATGTCACTTGGGTTTCTCTAGGG ACGTTGGATGTTTACTGACAGCAGAGGAGG GGTTTCTCTAGGGGGTCAGGTTCAT 
W3 CDH23_U1_6050-9G-
A 
ACGTTGGATGCCCCTTTTCTGTGTGTTTCC ACGTTGGATGGTCAATGATGACACCTGACC gGTGTGTTTCCCTGGCTGGCGGCACC 
W4 CDH23_D2045N ACGTTGGATGTCATTGACCGGGAGGCATTC ACGTTGGATGATGGTGATGAGCAGGTGGG TGCTGCTGCTGGCTGAG 
W4 TMIE_ R81C ACGTTGGATGTCACGCTGTGCTGTGTCTTC ACGTTGGATGTACATCTTGGCTGCCTTTCG TGCTGTGTCTTCAACTGT 
W4 CDH23_D990N ACGTTGGATGTGTACACGGCCGGGAAGAAG ACGTTGGATGTCTTCTGCGGCAGAAGCCA AGAAGGTGGGCGTCTCGT 
W4 FOX_G335V ACGTTGGATGTGACCTTCAACTCCTTCTCC ACGTTGGATGATAGCTGAGCATGTTGGTGG AGCAACCACAGCGGTGGGG 
W4 6013G-T_rs11843171 ACGTTGGATGATCCTGTGTTTTGCAAACGG ACGTTGGATGTAACCCCTCCGGGAGTGCAG TGGGGAGCAGGAAGGGTCA 
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W4 KCN_R348C ACGTTGGATGCTTGAGCTTTTCAGGGTCTC ACGTTGGATGGACCAAGTTGTGAAAGTGGC CTTTTCAGGGTCTCCGTAGC 
W4 SLC_IVS8A ACGTTGGATGTTTCATATGGAGCCAACCTG ACGTTGGATGTTAGTACTAAGAGGAACACC GTTAAATCCATCCCAAGGGG 
W4 DFNB59_R183W ACGTTGGATGTCTGTGCATGCTGGAATTCG ACGTTGGATGTTCCCATGGCAACACTTTAG TGGAATTCGAGGGGAAGCAATG 
W4 CDH23_A1586P ACGTTGGATGAACAAGGACATGGCCTTCCG ACGTTGGATGCAGGTGGTAGAAGCTCTGG TGGACCGCATCAGCGGTGAGATC 
W4 SLC_C282Y ACGTTGGATGCTATAGGAATAGGGACTGGG ACGTTGGATGTGCTGGATTGCTCACCATTG tTCATTTAATTCCTTAACTGCCATA 
W4 MYO15_c_3313G-T ACGTTGGATGAGGCATGACCACAGCAAAAC ACGTTGGATGAGCCCCCTTGGCGCCCATCA CGCCCAGGGGCTGCCTGGCGCCGTT 
W4 TMPR_c_916G-A ACGTTGGATGAGCCTACAAGACCTCGTCC ACGTTGGATGTTCACCCTCATCGGTGTCTC GCAGCTGGACTTACTGCAGGCAGCG 
W4 CIB2_F91S ACGTTGGATGTAGTTTGCCTTGAGCTCTCG ACGTTGGATGTTTTCCGAGGATGGTGAGGG aGCAGAGCACGGAAAACATGTCCACA 
W4 TMPR_IVS4-6G-A ACGTTGGATGTCCACTGGCCACTAATAAGC ACGTTGGATGACGAAGCAGCTGTGAACACC ACTAATAAGCCTTTCTTTCTGCACATC 
W5 FOX_R267Q ACGTTGGATGATCTTGGATGGAGCCTCACC ACGTTGGATGAGGAAGCTGTTAAGGCAAGG CAGCTCCCCAGAGAAGC 
W5 CDH23_R301Q ACGTTGGATGTCTTTGCCCTGGACTACATC ACGTTGGATGTTCACAGTCAGGATGAAGCC GAATGGCCTGCTGGACC 
W5 SLC_c_1238A-G ACGTTGGATGCTGTTGTTCCTACCTGTGTC ACGTTGGATGTTGTTTTGTGGCCACCACTG CTTTCCTCCAGTGCTCTCC 
W5 OTOF_c_4960G-A ACGTTGGATGAAGGTCTTCTGGTTCTGCTG ACGTTGGATGACATGCTCGTCTGTGGGCTT TGAGCCGCCGGCACCCACA 
W5 CDH23_R2029W ACGTTGGATGTTTCTGTGTGTTTCCCTGGC ACGTTGGATGAGGATGGGTGGCGAGAATG GTCAGGTGTCATCATTGAC 
W5 OTOF_c_2348delG ACGTTGGATGTTCCTCTCCCTCGCTGACAA ACGTTGGATGCTCCCTCATGCAGGACTTGA CCTCGCTGACAAGGACCAGG 
W5 CIB2_I123T ACGTTGGATGTGCCCTACAGACTTCAACAC ACGTTGGATGCATCCAGCTCTGACTTAGTG AGACTTCAACACTGACAACTTCA 
W5 COCH_P51S ACGTTGGATGGTTTTACCAGAGGCTTGGAC ACGTTGGATGAGAGAATTCCTCAAGAGGGC AAGAGAAAGCAGATGTCCTCTGC 
W6 FOX_G258E ACGTTGGATGCAGGACATCTTGGATGGAGC ACGTTGGATGGGAAGCTGTTAAGGCAAGGG GGATGGAGCCTCACCAG 
W6 TMPR_c_1221C-T ACGTTGGATGACAGCCTCCTCTCTTGACAC ACGTTGGATGATCTCCCCCTCCATGCTCTG CCTCTCTTGACACACCAGG 
W6 OTOF_c_1552-
1567del16 
ACGTTGGATGTCTCCCGCTGCTGACCTTTG ACGTTGGATGACTCGGACAAGGTCAACGAC GCTGACCTTTGTCTCCGTCA 
W6 CIB2_C99W ACGTTGGATGGGAACCTCACTTTCAACGAC ACGTTGGATGTAGTTTGCCTTGAGCTCTCG GGACATGTTTTCCGTGCTCTG 
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W7 rs117685390 CAGAGGACAACGACCACAGC CGTGTGTTGGTCCAGCCC CCCCCATGAGTTCCCCA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
APÊNDICE 4 - Pacientes que foram selecionados para análises por CytoScan™ HD Array 
com grau de perda e quantificação das amostras de DNA após extração. 
 
 
 
 
 
 
 
Paciente Grau de Perda 
Auditiva 
Triplicata Média 260/280 260/230 
232 OTO Leve (D) 
Moderada (E) 
51,97 ng/µL 
41,19 ng/µL 
68,03 ng/µL 
53,82 ng/µL 1,87 
2,00 
1,89 
5,37 
32,14 
3,64 
257 OTO Leve 66,10 ng/µL 
50,24 ng/µL 
58,58 ng/µL 
58,31 ng/µL 1,61 
1,61 
1,61 
2,35 
4,36 
3,93 
396 OTO Profunda 118,2 ng/µL 
119,4 ng/µL 
118,6 ng/µL 
118,73 ng/µL 1,71 
1,67 
1,66 
2,40 
2,36 
2,32 
508 OTO Profunda 357,2 ng/µL 
375,3 ng/µL 
366,25 ng/µL 
 
1,87 
1,88 
2,17 
0,38 
628 OTO Profunda 40,83 ng/µL   
42,14 ng/µL 
58,46 ng/µL 
47,14 ng/µL 1,57 
1,52 
1,66 
6,09 
6,05 
3,86 
797 OTO Moderada 91,92 ng/µL 
247,8 ng/µL 
129,2 ng/µL 
156,31 ng/µL 1,93 
1,80 
1,94 
3,54 
1,62 
2,57 
811 OTO Hipoacusia 
bilateral 
886,5 ng/µL 
898,4 ng/µL 
892,45 ng/µL 1,90 
1,90 
2,29 
2,27 
832 OTO - 1321 ng/µL 
1139 ng/µL 
1230 ng/µL 1,85 
1,90 
2,29 
2,29 
187 PM Profunda 1025 ng/µL 
1038 ng/µL 
1031,5 ng/µL 1,84 
1,86 
2,19 
2,28 
188 PM - 454,9 ng/µL 
461,3 ng/µL 
458,1 ng/µL 1,89 
1,88 
2,22 
2,21 
207 PM - 2000 ng/µL 
3462 ng/µL 
2731 ng/µL 1,88 
1,83 
2,33 
2,23 
219 PM Leve 2242 ng/µL 
2283 ng/µL 
2262,5 ng/µL 1,86 
1,87 
2,30 
2,31 
17 Uni Profunda 28,68 ng/µL 
28,18 ng/µL 
29,00 ng/µL 
28,62 ng/µL 
 
1,43 
1,47 
1,36 
2,27 
2,96 
2,50 
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APÊNDICE 5 - Quantificação do produto de PCR após a purificação. 
Amostra [  ] ng/µL 260/280 260/230 320 A260 
232 OTO 3537,6 1,91 2,32 0,007 1,422 
257 OTO 4445,5 1,93 2,21 0,068 1,846 
396 OTO 3974,1 1,93 2,20 0,045 1,635 
508 OTO 5620 1,63 2,41 0,00 0,23 
628 OTO 3693,7 1,92 2,30 0,027 1,505 
797 OTO 3652,6 1,96 2,32 0,012 1,473 
811 OTO 4054 1,91 2,26 0,035 1,656 
832 OTO 4682,8 1,92 2,17 0,116 1,989 
187 PM 4532,2 1,93 2,28 0,118 1,931 
188 PM 5155 1,94 2,23 0,029 2,091 
207 PM 3192,5 1,92 2,22 0,057 1,334 
219 PM 4232,1 1,93 2,23 0,147 1,840 
17 Uni 3024,2 1,93 2,27 0,019 1,229 
+ 3746,6 1,92 2,24 0,022 1,521 
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APÊNDICE 6 – Artigo Submetido para publicação. 
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Introduction 1 
 2 
Hearing loss (HL) is a common congenital sensory disorder worldwide, affecting 3 
almost 600 million people. Approximately 2 to 6 children in 1,000 are affected by severe 4 
hearing loss at birth or during early childhood (1). In developed countries, at least 50% of 5 
cases are genetic, most often resulting in nonsyndromic deafness (70%), and ∼80% of these 6 
are autosomal recessive. Despite the great heterogeneity of genetic hearing loss, mutations 7 
in GJB2 (OMIM121011) and GJB6 (OMIM604418) genes at DFNB1 locus (deafness, 8 
autosomal recessive 1) are the major cause of autosomal recessive nonsyndromic hearing loss 9 
(ARNSHL) in many populations (2).  10 
GJB2 (gap junction protein, beta-2) and GJB6 (gap junction protein, beta-6) codify the 11 
proteins connexins 26 (Cx26) (3) and 30 (Cx30) (4), respectively.   Connexins are 12 
transmembrane proteins that regulate electrical signals and the passage between neighboring 13 
cells of ions, small biological molecules (<1000Da) including sugars, nucleotides, and amino 14 
acids, secondary messengers such as Ca2+, cyclic AMP,  inositol triphosphate, and metabolic 15 
precursors (5). Cochlear gap junctions, especially Cx26 and Cx30, have been implicated in 16 
the maintenance of K+ homeostasis in the inner ear (6).  Immunohistochemical analysis 17 
demonstrated widespread expression of Cx26 and Cx30 in the supporting cells of the sensory 18 
epithelia, fibrocytes in the spiral ligament and spiral limbus, and also in vestibular systems. 19 
They coassemble to form heteromeric gap junction channels in the adult cochlea (7).  20 
The most frequent GJB2 mutation in Caucasian populations is the frameshift deletion 21 
of a guanine residue at position 35 of the normal coding sequence (c.35delG), which leads to 22 
the introduction of a premature stop codon after base pairs 37-39 (8). The c.35delG carrier 23 
frequency was estimated to be of 1 in 51 in the overall European population (9).  The carrier 24 
frequency of c.35delG mutation in 307 unrelated Brazilian individuals with three different 25 
ethnic origins was previously studied, despite potential admixture of the Brazilian population. 26 
In 100 whites of European origin the carrier frequency was 2%. In 100 Brazilians of African 27 
ancestry the carrier frequency was 1%. In the Japanese descendants the c.35delG was not 28 
found (9). 29 
The majority of patients in various populations have been reported with only one 30 
GJB2 mutation, with autosomal recessive inheritance or of unclear pathogenicity. Some of 31 
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these cases were elucidated upon screening for the GJB6 deletions. The remaining cases 32 
possibly have pathogenic mutations yet to be found (10). 33 
Extensive genetic studies have been conducted to identify mutations in the DFNB1 34 
locus; however, information is lacking concerning the potential association between 35 
nonsyndromic hearing loss and regulatory region of the GJB2. The first GJB2 promoter 36 
mutation, −3438C→T, was reported in trans with V84M, in a patient with profound hearing 37 
impairment. Functional studies revealed that this mutation abolishes the GJB2 basal promoter 38 
(11). 39 
Additionally, the SNP rs117685390 C allele in the regulatory region of GJB2, have 40 
been considered to be tightly linked to inheritance of homozygous c.35delG in different 41 
hearing-impaired populations worldwide (11). 42 
The overall aim of this study was to observe the association of rs117685390 C allele in 43 
regulatory region of GJB2 with c.35delG/GJB2 heterozygous, and the its contribution in the 44 
development of NSHI in Brazilian patients. 45 
 46 
Material and methods 47 
 48 
Subjects 49 
 50 
The study involved 180 unrelated Brazilian individuals divided into four groups: 51 
NSHI patients heterozygous for c.35delG/GJB2 (n=37), heterozygous for other 52 
mutations/GJB2 (n=9), homozygous for c.35delG/GJB2 (n=40), and Brazilian normal-hearing 53 
control (n=94). Sanger sequencing excluded other mutations in the codding region of wild 54 
allele of the GJB2 gene. Other known changes that can lead to NSHI within DFNB1, such as 55 
GJB6-D13S1830 and GJB6-D13S1854, were previously excluded from the pathogenic study 56 
groups. Complete medical histories, otolaryngologic status, and audiometric analysis of all 57 
individuals were examined, and syndromic forms were not included into the study. All 58 
patients were recruited from Department of Otorhinolaryngology, State University of 59 
Campinas (UNICAMP), São Paulo; Hospital of Craniofacial Anomalies (HACF), Bauru; 60 
Center for Research and Study in Rehabilitation Prof. Dr. Gabriel Porto (CEPRE), and other 61 
regions of Brazil. Written informed consent forms were obtained from all the participating 62 
subjects. The study was approved by the Ethics Committee and research at Faculty of Medical 63 
Sciences, protocol number 396/2006.  64 
 65 
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Sample preparation 66 
 67 
Genomic DNA was extracted from the leukocytes present in 4–8 mL of peripheral 68 
blood. The extraction was performed according to standard phenol-chloroform protocols. The 69 
purity and concentration of the samples were checked using a NanoDrop® 8000 70 
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) and a Qubit® 2.0 71 
fluorometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA), respectively. Genomic DNA 72 
samples were diluted to obtain a final concentration of 5 ng/μL. 73 
 74 
Genotyping using the mass spectrometry system 75 
 76 
The genotyping of rs117685390 was performed by MassARRAY® iPLEX platform 77 
technology (Sequenom Inc., San Diego, USA). The whole process was performed according 78 
to the manufacturer’s instructions for the multiplex reactions, including the PCR 79 
amplification, the Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) treatment, and the primer extension 80 
reactions using the iPLEX Gold assay (Sequenom Inc., San Diego, USA). For analysis of 81 
allelic variants, two primers (forward and reverse) were designed, and the sequences of the 82 
primes used are listed in Table 1.  83 
The reaction products were then dispensed onto a 384-SpectroCHIP using the 84 
MassARRAY nanodispenser (Sequenom Inc., San Diego, USA) and analyzed using the 85 
MassARRAY platform (Sequenom Inc., San Diego, USA). Mass signals for the different 86 
alleles were captured with high accuracy by matrix-assisted laser desorption/ionization time-87 
of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). Typer v. 4.0 (Sequenom Inc., San Diego, 88 
USA) was used to process the raw data obtained from the assays. 89 
 90 
Statistical analysis 91 
 92 
Statistical analysis between groups was assessed with the Pearson`s chi-square test. A 93 
value p < 0.05 was considered significant.  94 
 95 
Results 96 
 97 
A total of 180 individuals (94 in the control group, and 86 in the patients group) were 98 
genotyped for rs117685390 in a regulatory region GJB2, using mass spectrometry system. 99 
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Allele frequencies of the rs117685390 C/T variants in the normal hearing control 100 
 101 
To perform large scale genotyping of rs117685390, a mass spectrometry system assay 102 
was then developed to accurately identify the base at rs117685390 in samples, which was then 103 
used to identify the base composition in expanded Brazilian group (Figures 1 and 2). In the 104 
Brazilian normal-hearing control (n=94), the genotype frequencies of rs117685390 were 105 
identified as 46,80% for TT, 40,42% for CT, and 12,76% for CC (line 1, Table 2). These data 106 
in the normal-hearing control indicate that homozygous inheritance of rs117685390 107 
homozygous C alone does not cause NSHI. In the normal-hearing control (line 1, Table 2) 108 
were found to be in Hardy Weinberg equilibrium. 109 
 110 
Association of the homozygous C allele with heterozygous c.35delG 111 
 112 
A significant difference in allele frequencies was found between the normal-hearing 113 
control and the c.35delG/GJB2 heterozygous (Table 2). In the c.35delG/GJB2 heterozygous 114 
(n = 37), the genotype frequencies of rs117685390 were identified as 2.70% for TT, 81.08% 115 
for CT, and 16,22% for CC (line 2, Table 2). In contrast to the normal-hearing control 116 
(frequency 0.1276; line 1, Table 2), 6 homozygous individuals rs117685390 C were found in 117 
the c.35delG/GJB2 heterozygous (frequency 0.1622; line 2, Table 2), representing a 1.27-fold 118 
increase compared with the combined normal-hearing control. 119 
 120 
Association of the homozygous C allele with homozygous c.35delG 121 
 122 
In the c.35delG/GJB2 homozygous (n = 40), was found a significant difference in 123 
allele frequencies compared with the normal-hearing control (Table 2). The genotype 124 
frequencies of rs117685390 were identified as 10% for CT, and 90% for CC, and T allele was 125 
not observed (line 4, Table 2). Additionally, 36 homozygous individuals rs117685390 C were 126 
found in the c.35delG/GJB2 homozygous (frequency 0.90; line 4, Table 2), representing a 127 
7.05-fold increase compared with the combined normal-hearing control.  Thus, we suggest 128 
that the rs117685390 C allele, present in a regulatory region of GJB2, may be segregating 129 
with c.35delG in GJB2 gene in Brazilian patients.  130 
Although the linkage of the homozygous rs117685390 C allele with c.35delG was 131 
evident, were also observed the rs117685390 T alleles with c.35delG in both the 132 
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c.35delG/GJB2 heterozygous (line 2, Table 2) and other mutations/GJB2 heterozygous (line 133 
3, Table 2) patient cohorts.  134 
Assuming c.35delG to be linked to the rs117685390 C allele, within the 135 
c.35delG/GJB2 heterozygote group, the homozygous rs117685390 C allele group, 6/37 136 
(0.1622; line 2 Table 2) non c.35delG chromosomes were rs117685390 C allele compared 137 
with 62/188 (0.3297; line 1, Table 2) representing a 50.80% increase in the predicted 138 
frequency, suggesting that the presence of rs117685390 C allele may contribute to NSHI in 139 
c.35delG heterozygotes.  140 
 141 
Association of the homozygous C allele with other mutations in GJB2 gene 142 
 143 
In the other mutations/GJB2 heterozygous (n=9) group, the genotype frequencies of 144 
rs117685390 were identified as 88.88% for TT, 11.11% for CT, and C allele was not observed 145 
(line 3, Table 2). In contrast to the normal-hearing control (frequency 0.1276; line 1, Table 2), 146 
was not found homozygous individuals rs117685390 C.  147 
 148 
Allele frequencies of rs117685390 in GJB2 149 
 150 
In addition to the genotype frequency, we analyzed allele frequencies of rs117685390 151 
for all groups. In the normal-hearing control (n=94), allele frequencies of rs117685390 were 152 
identified as 67% for T, and 33% for C (line 1, Table 2). In the c.35delG/GJB2 heterozygous 153 
(n=37), allele frequencies of rs117685390 were identified as 43% for T, and 57% for C (line 154 
2, Table 2). Last of all, in the c.35delG/GJB2 homozygous, the allele frequencies of 155 
rs117685390 were identified as 5% for T, and 95% for C (line 4, Table 2). Therefore, we 156 
observed increased C allele frequencies in the c.35delG/GJB2 homozygous patients. The 157 
frequencies of C and T allele in the c.35delG/GJB2 heterozygous patients was similar, and in 158 
the Brazilian normal-hearing control we were observed an increase of T allele.  159 
 160 
Discussion 161 
 162 
In this study, we have screened the rs117685390 in regulatory region of GJB2, by 163 
mass spectrometry system, in 180 Brazilian unrelated individuals: 1) control group (n=94); 2) 164 
heterozygous for c.35delG/GJB2 (n=37); 3) heterozygous for other mutations/GJB2 (n=9), 165 
and 4) homozygous for c.35delG/GJB2 (n=40). This technology mass spectrometry has the 166 
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potential for high-throughput identification of genetic variation (rs117685390). We identified 167 
the homozygous inheritance in rs117685390 C alleles associated with the development of 168 
autosomal recessive NSHI in Brazilian patients. 169 
 The c.35delG mutation is the most frequent in the majority of Caucasian populations, 170 
and may account for up to 70% of all GJB2 mutations (12). Rothrock, et al. evidenced that the 171 
c.35delG mutation arose in European and Middle Eastern populations from a single 172 
mutational event on a founder chromosome (11), and described the rs117685390 as SNP1245. 173 
Homozygous rs117685390 C alleles were found to be tightly linked to inheritance of 174 
homozygous c.35delG in different hearing-impaired populations worldwide (11). In Brazilian 175 
patients, the independent inheritance of the homozygous rs117685390 C allele was increased 176 
in the c.35delG/GJB2 heterozygous NSHI group (1.27-fold increase) and may be associated 177 
with NSHI. According to previous studies, the founder c.35delG may have arisen 178 
independently of the nucleotide at rs117685390. Therefore, our findings may implicate that 179 
the rs117685390 C allele may contribute directly to the development of NSHI.  180 
Ramsebner et al. showed that the rs117685390 C allele variant could contribute to 181 
different binding factor in regulatory region of GJB2 gene in Austrian and Spanish 182 
populations. The rs117685390 C allele variant potentially creates binding sites for AREB6, 183 
Lmo2 TF complex, and heterodimers of the bHLH transcription factors HAND2 and E12, and 184 
deleting HMX3/ nkx5.1, RREB1, and RFX1 sites (14).  185 
 The AREB6, HMX3 and RFX1 proteins are involved with process of hearing loss. 186 
The Atp1a1 regulatory element binding factor AREB6 regulate collagen type IV alpha 3 gene 187 
(COL4A3), and mutations lead to Alport syndrome, which is accompanied by sensorineural 188 
hearing loss (15, 16). The HMX3 expression is essential for the development of the inner ear, 189 
and it is expressed in the cochlea only in the stria vascularis and it has been linked to NSHI 190 
(17, 18). Finally, RFX1 is also expressed in the supporting cells of the inner ear and it is 191 
enriched in hair cell populations and brain neurons (17, 18). Thus, the rs117685390 C allele 192 
could potentially influence transcriptional GJB2 activation in the development of the inner 193 
ear.  194 
In this study, were showed significant differences between normal-hearing control and 195 
heterozygous for c.35delG/GJB2 in terms of rs117685390 C allele frequencies in the GJB2 196 
gene. The C allele may represent a key cofactor for the development of NSHI in Austrian and 197 
Spanish populations (14), as well as in Brazilian populations. Thus, the rs117685390 could be 198 
included on the screening of GJB2 alterations.  199 
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We suggest that the rs117685390 C allele may be segregating with c.35delG mutation 200 
in GJB2 gene and could be contribute to a significant increase of the risk factor for the 201 
development of NSHI in the Brazilian population. Further studies are required to confirm 202 
these findings and to explore the hypothesis that the rs117685390 C alleles could be used as 203 
biomarkers for the development of NSHI.  204 
Finally, we highlight the evidence of the association of rs117685390 in the regulatory 205 
region of GJB2 gene with deafness. Our findings may contribute to understand the intricate 206 
associations and the gene interactions involved in hereditary hearing loss. 207 
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FIGURE 1: Electropherogram of C/T allele variants in rs117685390 by mass 
spectrometry system. 
FIGURE 2: Cluster plot of all samples analyzed showing peak ratio of allele mass 
height separating heterozygous and homozygous samples. 
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TABLE 1: Primers used in amplification of rs117685390. 
Gene SNP Primer  Method 
GJB2 rs117685390 F:5`-CGCACTATGCGGAGTACAGA-3` 
R:3`-GGTGGCAGTGGGTCAAGTAG-3` 
mass 
spectrometry 
system 
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TABLE 2: Genotyping of the GJB2 promoter region at rs117685390 in normal-hearing 
control individuals from Brazil (n=94), c.35delG/GJB2 heterozygous (n=37), other 
mutations/GJB2 heterozygous (n=9), and c.35delG/GJB2 homozygous (n=40).  
 GJB2 rs117685390  
 genotype  
frequency  
allele 
frequency 
Group (n°) [Hardy-
Weinberg 
Statistics] 
T/T C/T C/C T C 
normal-hearing 
control (94) [x2 = 
0.7, p = 0.3] 
0.4680 
(44/94) 
0.4042 
(38/94) 
0.1276 
(12/94) 
0.67 0.33 
c.35delG/GJB2 
heterozygous (37) 
0.027 
(1/37) 
0.8108 
(30/37) 
0.1622 
(6/37) 
0.43 0.57 
other 
mutations*/GJB2 
heterozygous (9) 
0.8888 
(8/9) 
0.1111 
(1/9) 
0 0.94 0.06 
c.35delG/GJB2 
homozygous (40) 
0 0.10 
(4/40) 
0.90 
(36/40) 
0.05 0.95 
 
* IVS1+1G>A/N(1), M34T/N (1), V37I/N (1), R57Q/N (1), K168R/N (5). 
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ANEXOS 
ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
Nome da pesquisa: Estudo molecular da perda auditiva. 
 
Pesquisadores Responsáveis:  
Profa. Dra. Edi Lúcia Sartorato (CBMEG/UNICAMP) 
Profa. Dra. Andréa Trevas Maciel-Guerra (FCM/UNICAMP) 
 
Identificação do Paciente: 
Nome do Paciente:________________________________     HC _____________________ 
Endereço:_________________________________________________________________ 
Fone:_____________________________________________________________________ 
Responsável:_____________________________________     RG_____________________ 
Grau de parentesco:_______________________________ 
 
Justificativa e objetivos da pesquisa: 
Em países em desenvolvimento, como o Brasil, existem poucos estudos a respeito da 
surdez de origem genética. Esta pesquisa tem por objetivo estudar os genes desse tipo de 
surdez em 50 indivíduos com surdez de causa desconhecida. 
Devido a seu filho(a) e/ou você apresentar surdez que não conhecemos a causa, 
gostaríamos de convidá-lo a participar dessa pesquisa. A participação não é obrigatória. 
Leia com atenção as informações abaixo, pergunte quando tiver dúvidas e ao final decida 
se quer ou não autorizar a participação. 
 
Procedimentos: 
Para avaliação clínica e conhecimento das características da doença será necessária a 
utilização e leitura da pasta de acompanhamento médico. Assim, se concordar em participar 
estará também autorizando a utilização da pasta médica, caso tenha sido atendido na 
Unicamp. 
Para a pesquisa genética será necessário uma coleta de sangue que, no laboratório, será 
separado o DNA para se estudar os genes da surdez congênita. Essa coleta será feita por uma 
punção venosa ou na polpa digital, isto é, em uma veia geralmente do braço ou na ponta do 
dedo e será realizada por uma enfermeira no dia da consulta de acompanhamento médico. Em 
caso de resultado positivo o Paciente será reconvocado para aconselhamento genético. Caso o 
Paciente desejar o resultado mesmo que negativo este poderá ser solicitado.   
 
Risco e desconforto: 
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 O único risco físico da participação será o da coleta de sangue, quando pode ocorrer 
dor e mancha roxa no local da punção. Será realizada por profissional treinado, utilizando 
material descartável e limpeza da pele assim, sem risco de contaminação. 
 
Benefícios esperados: 
 Não existe nenhuma vantagem para a criança em participar dessa pesquisa. Mas, estará 
ajudando a medicina a melhorar o diagnóstico da surdez congênita. 
 Os resultados podem ajudar a obtenção de um diagnóstico mais preciso e mais precoce 
da surdez congênita, ajudando a iniciar o mais cedo possível a reabilitação das crianças. No 
futuro o conhecimento dos genes mais comuns da surdez e a realização de exames genéticos 
relacionados com o tipo de surdez poderá melhorar o diagnóstico, a reabilitação e o 
aconselhamento genético. 
 
Garantia de resposta às perguntas: 
 Será garantido, aos pacientes e responsáveis, respostas a quaisquer perguntas que 
possam ocorrer em qualquer momento da pesquisa, e esclarecimento de qualquer dúvida 
acerca dos assuntos relacionados com esta pesquisa. Os participantes também serão mantidos 
informados sobre os resultados dos exames realizados.  
 
Garantia de privacidade: 
 O resultado dessa pesquisa e seus dados podem ser usados para publicações médicas e 
apresentação para outros profissionais, entretanto será mantido em sigilo, isto é, em segredo a 
identidade dos pacientes. 
 
Utilização do DNA 
O DNA extraído de cada Paciente será preservado conforme o Regimento do 
Laboratório de Genética Molecular Humana do CBMEG (UNICAMP) se o Paciente assim o 
consentir.  
As amostras serão armazenas em equipamentos de congelação (Freezers -20 °C) 
específicos e utilizados somente para este fim. As amostras serão codificadas apenas por 
números e a chave de ligação entre números e nomes de pacientes será armazenada em 
programa de computador protegido por senha. Será assegurado a todos os sujeitos de pesquisa 
doadores do material a garantia de que resultados obtidos e que sejam de seu interesse lhes 
seja comunicada (e/ou ao médico responsável por seu tratamento, quando for o caso). 
  
Liberdade de abandonar a pesquisa:  
O Paciente ou responsável não é obrigado a participar e pode desistir e sair da pesquisa 
quando quiser, retirando até a amostra de sangue. É só avisar a pesquisadora Dra. Edi Lúcia 
Sartorato pelo telefone 019-3521-1147.  
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Autorização 
 
Eu, Paciente ou responsável pelo Paciente, aceito a participação nesta pesquisa. Li e 
entendi os objetivos da pesquisa, o que será feito durante a pesquisa, os riscos, o resultado 
esperado e suas consequências.  
Quanto ao DNA retirado do sangue: 
 Quero que seja jogado fora ao término da pesquisa. 
 Deixo ser usado para a pesquisa e depois seja guardado no laboratório de genética 
molecular humana para outras pesquisas no futuro, seguindo as regras que a pesquisadora me 
explicou. 
 
 
 
Li e recebi cópia desse termo de consentimento 
 
_________________________________         _________________                                                        
Nome do responsável          Data 
 
_________________________________ 
Assinatura do responsável 
 
Para esclarecer minhas dúvidas sobre a ética desta pesquisa basta entrar em contato com o 
CEP –Unicamp, telefone 3521-1091. 
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ANEXO 2 - Aprovação pelo Comitê de Ética 
 
 
